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SUMMARY

In this study, the survival and growth of seven probiotic Lactiplantibacillus
pentosus strains isolated from Alorefia Green table olives in the presence of vegetable-
based edible oils (i.e., sunflower, olive, linseed, soy, corn, almond and argan) and mint
essential oil were determined for the first time. Slight decreases in bacterial viability
were observed depending on the strain and oil exposure, mainly mint essential oil.
However, pre-adapting the strains to the corresponding oils significantly increased
their cell viabilities. As such, this study examined whether pre-adapting probiotic L.
pentosus strains with oils will constitute a new strategy to increase stress resistance,
e.g., acids (pH 1.5) or bile (up to 3.6%) in food production and/or during digestion,
and improve functional probiotic properties. Improvements in stress resistance (acidic
and bile conditions) were noticed in some pre-adapted strains with oils; further, pre-
adaptations with olive, argan, sunflower and linseed oils induced gene expression
(e.g., fus, rpsL, pgm, groEL, enol and prep) for moonlighting proteins involved in
several stress responses and other functions. As such, pre-adaptation with vegetable
edible oils may represent a novel approach for manufacturing probiotic products by
improving the stability of bacteria during industrial processes that would otherwise
reduce their viability and functionality.

We also determined whether pre-adapting L. pentosus strains, isolated from
Alorefia green table olives, to vegetable-based edible oils improved their robustness
and functionality; this may have great importance on their stress response during
fermentation, storage, and digestion. Pre-adapting the strains to the corresponding
oils significantly increased their probiotic functionality (e.g., auto-aggregation, co-
aggregation with pathogens, and mucin adhesion), although results depended on the
strain and the oil used for pre-adaptation. As such, we selected olive-adapted (TO) L.
pentosus AP2-16, which exhibited improved functionality, and subjected it to
transcriptomic profiling with the aim to understand the molecular mechanisms
involved in the adaptation and the increased functionality. Global transcriptomic
analysis of oil-adapted (olive or almond) and non-adapted (control) L. pentosus AP2-

16 realized that 3,259 genes were expressed, with 2,779 mapped to the reference
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SUMMARY

database. Comparative transcriptomic analysis showed that 125 genes (olive vs.
control) and 108 genes (olive vs. almond) became significantly differentially
expressed. TO L. pentosus AP2-16 responded by rerouting its metabolic pathways to
balance energy production and storage, cell growth and survivability, host
interactions (glycoconjugates), and other physiological features. As such, the pre-
adaptation of lactobacilli with olive oil switches their transcriptional network to
regulate robustness and functionality, possibly representing a novel approach toward
the design and manufacture of probiotic products with improved stability and
functionality.

On the other hand, safety of L. pentosus strains pre-adapted to vegetable-based
edible oils was investigated such as antibiotic resistance. Despite increasing interest to
investigate horizontal gene transfer as a leading cause of antibiotic resistance spread,
the resistome is not only influenced by the influx and efflux of genes in different
environments. Rather, the expression of existing genes under different stress
conditions requires special attention. This study determined whether pre-adapting L.
pentosus strains, isolated from Alorefia green table olives, to vegetable-based edible
oils influence their phenotypic and genotypic responses to antibiotics. This has
significant diet, food matrix, gut health, and food safety concerns. Pre-adapting L.
pentosus strains to oils significantly changed their susceptibility profile to antibiotics.
However, results generally differed among the three strains; although changes in the
Minimum Inhibitory Concentration (MIC) of antibiotics occurred, it depended on the
L. pentosus strain and the oil used for adaptation. The pre-adaptation of L. pentosus
strains with olive, sunflower, argan and linseed oils induced gene expressions (e.g.,
rspL, recA and uvrB) in several stress responses. Thus, to analyze this fact in-depth,
transcriptional changes were reported in the selected potential probiotic L. pentosus
CF2-10 adapted with olive or sunflower, rerouting its metabolic pathways to export
toxic molecules through efflux pumps and ABC transporters. Pre-adaptation of some
lactobacilli with olive or sunflower oils may represent a novel approach for

manufacturing probiotic products with improved stability, functionality and
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robustness. On the other hand, this finding must be considered in the control of
resistance boosting related to horizontal gene transfer and the stress-induced

expression of genes involved in the antimicrobial resistance of pathogenic bacteria.
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1. PROBIOTICOS

1.1. ;Qué son, quiénes son y qué funcién desempefian?

Los probidticos se definen como "microorganismos vivos que, cuando se
administran en cantidades adecuadas, confieren un beneficio para la salud del
huésped" (Hill et al, 2014). A lo largo de los anos, diversos alimentos han sido
utilizados como vehiculo para la entrega de probidticos. Tradicionalmente, se ha
recurrido a la leche y los productos licteos fermentados que contienen
microorganismos vivos para restaurar la salud intestinal, considerandose pioneros en
alimentacién funcional. Este empleo de microorganismos vivos forma la base del
concepto probidtico (Sdnchez, de los Reyes-Gavilan, Margolles & Gueimonde, 2009).
En particular, a principios del siglo pasado, el premio Nobel de inmunologia ruso Elie
Metchnikoff introdujo la idea de consumir microorganismos vivos beneficiosos para
mejorar la salud. La tesis de Metchnikoff proponia que el consumo de leches
fermentadas que contienen lactobacilos podria desplazar a los microorganismos
intestinales putrefactivos y patdgenos y aumentar la longevidad (Gordon, 2008), lo
que podria considerarse como la primera referencia a nuestra comprensién actual del
concepto probiotico.

El concepto de probidtico no se limita sélo a los alimentos, sino que permite otras
opciones de entrega, como preparaciones farmacéuticas y otros escenarios, como
ubicaciones extra-intestinales: vias respiratorias, piel, sangre, vias genitourinarias, etc.
Tampoco implica una administracién oral, permitiendo otras rutas de entrega y
aplicacién (Sanchez er al, 2017). Ademas, segun la definicién actual, un probidtico
debe ser un microorganismo vivo y viable, y no es aplicable a microorganismos
muertos o componentes celulares. Esta definicién de la FAO / OMS (Organizacién de
las Naciones Unidas para la Alimentacién y la Agricultura/Organizacién Mundial de la
Salud) ha sido adoptada por varias organizaciones como la Asociacién Cientifica

Internacional de Probidticos y Prebidticos (ISAPP), el Codex, el Instituto de
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Tecndlogos de Alimentos (IFT), la Organizacion Mundial de Gastroenterologia
(WGO) o la Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA) (Hill ez al, 2014).

Los principales microorganismos probiéticos incluyen cepas de bacterias del acido
lactico mayoritariamente representados por los géneros Lactobacillus 'y
Bifidobacterium, y en menor medida Lactococcus, Streptococcus, Sporolactobacillus'y
Enterococcusaunque también se han reportado como probidticos algunas cepas
pertenecientes a especies de Saccharomyces, Bacillusy Brevibacillus (Borchers, Selmi,
Meyers, Keen & Gershwin, 2009). Segin la definicién aceptada de probidtico
previamente mencionada, considerarse como un probidtico es una caracteristica
especifica de la cepa. Por lo tanto, las propiedades de cada cepa probidtica deben estar
bien definidas y no pueden extrapolarse a otras cepas. También es necesario demostrar
cientificamente la eficacia de la cepa para conferir un beneficio para la salud del
huésped, pero este efecto no tiene que estar relacionado con ningin mecanismo de
accion especifico (Sanchez et al, 2017). Estos probidticos se agregan a los alimentos,
particularmente a los productos lacteos fermentados, ya sea solos o en combinaciones.
Con el avance de la investigacién, nuevos géneros y cepas de probidticos mads
desarrollados y centrados estan emergiendo (Pandey et al, 2015).

Los productos probidticos pueden contener una sola cepa o una mezcla de dos o
mas cepas. P.ej. # VSL3 es una mezcla de 8 cepas probidticas diferentes. Los efectos
probioticos son muy especificos de cada cepa y no pueden generalizarse. Una sola cepa
puede exhibir diferentes beneficios cuando se usa individualmente y en combinacién.
Los beneficios de una formulacién probidtica también difieren segun el grupo de
pacientes. Los estudios limitados que se han realizado han demostrado una mayor
eficacia con los probidticos de multiples cepas (Chapman, Gibson & Rowland, 2011).

Algunos estudios preclinicos en modelos animales han demostrado que la
introduccion de cepas de Bifidobacterium o Lactobacillus en el entorno intestinal de
ratones, utilizando diferentes modelos animales, impacta claramente en la
composicién de microbiota del intestino murino (Arthur et al, 2013; Sugahara et al,

2015; Turroni et al, 2016; Wang et al, 2015). Sin embargo, la literatura reciente
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indica que estas modificaciones de la microbiota no son tan evidentes en los humanos,
lo que sugiere que los cambios metabdlicos bacterianos, en lugar de una
representacion diferente de las poblaciones microbianas, podrian desempefiar un
papel fundamental en el resultado fisiolégico final. En este sentido, los investigadores
han aprovechado las nuevas técnicas Omicas incluyendo la metagendmica,
metatranscriptomica y metabolémica para desentraflar los procesos fisioldgicos y
ecologicos subyacentes a los efectos probidticos observados en humanos (Sanchez et
al., 2017).

Uno de los estudios mas relevantes fue realizado por McNulty et al. (2011), en cuyo
trabajo, los microbiomas fecales y metatranscriptomos de gemelas monocigdticas
hembras adultas se caracterizaron antes, durante y después del consumo de una leche
fermentada disponible comercialmente que contiene, entre otros microorganismos,
una cepa de Bifidobacterium animalis subsp. lactis con efectos atribuidos a la salud.
Sorprendentemente, la composicion de especies bacterianas no cambio
significativamente durante el curso del estudio. Sin embargo, se detectaron cambios
importantes en el metatranscriptoma fecal humano durante el periodo de consumo de
leche fermentada, especialmente los relacionados con el metabolismo de los
polisacaridos vegetales. En contraste con estas observaciones, otros estudios han
demostrado que los probidticos pueden causar modificaciones en poblaciones
bacterianas especificas, con o sin cambios metabdlicos asociados a la microbiota. Por
ejemplo, usando secuenciacién del gen de ARN ribosémico 16S de alto rendimiento,
Plaza-Diaz et al (2015) mostraron que la ingestion de cepas de L. rhamnosus,
L.paracasei o Bifidobacterium breve por parte de una poblacién adulta indujo cambios
en la poblacién bacteriana fecal. En otro estudio, la leche fermentada que contiene B.
animalis subsp. lactis logré disminuir la abundancia de algunas bacterias dafiinas y
modificar la produccion de acidos grasos de cadena corta coldnicos (Veiga et al., 2014).
Ademas, existe clara evidencia de que un cambio en el entorno intestinal local no
implica necesariamente variaciones en las poblaciones bacterianas y, en algunas

circunstancias, los efectos impulsados por los probidticos parecen estar relacionados
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con un cambio metabdlico de la microbiota intestinal (por ejemplo, aumentar la
produccién de acidos grasos de cadena corta), en lugar de un cambio en el perfil de
microbiota (Sanchez et al., 2017).

Curiosamente, los probidticos desarrollan roles relevantes en términos de
actividades de alimentacién cruzada cuando entran en contacto con el resto de
comunidades microbianas, influyendo en las capacidades metabodlicas de otros
miembros comensales. Se pueden encontrar grandes ejemplos de esto dentro del
género Bifidobacterium, que son importantes intestinales comensales con algunos
representantes probidticos. Las bifidobacterias pueden metabolizar diferentes
carbohidratos originados de la dieta o de la mucosa del huésped, produciendo
diferentes proporciones de dcido acético/ldctico a través de su ruta fermentativa
especifica. La presencia de una especie de Bifidobacterium dada puede influir en la
actividad metabdlica de otras especies a través de mecanismos de alimentacion
cruzada y viceversa, como se observo en cocultivos de diferentes especies de
bifidobacterias (Sanchez et al, 2004). Este es un buen ejemplo de cémo las
bifidobacterias administradas como probidticos pueden afectar la capacidad
metabolica de las poblaciones intestinales comensales al perturbar la forma en que se
metabolizan los glicanos del huésped. Ademas, los cambios en la produccion de acidos
organicos afectarian el metabolismo de otros grupos microbianos, como las bacterias
productoras de butirato (Rios-Covian et al., 2015). Por ultimo, un reciente estudio ha
demostrado que los lactantes alérgicos alimentados con una férmula complementada
con L. rhamnosus GG aumentaron la poblacién bacteriana productora de butirato en
las heces (Canani et al, 2016). Asimismo, la investigacion de Ferrario et al (2014)
mostré un aumento de algunos productos de butirato después de la ingesta de una
cepa de L. paracasei, y sugiere que las concentraciones de butirato fecal podrian
representar un biomarcador importante para identificar sujetos que pueden
beneficiarse del tratamiento con probidticos.

La FAO / OMS define los prebiéticos como un componente alimenticio no viable

que confiere beneficios para la salud del huésped asociados con la modulacién de la
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microbiota (Pandey et al, 2015). Los prebidticos son principalmente fibras que
constituyen ingredientes alimenticios no digeribles y afectan beneficiosamente a la
salud del huésped al estimular selectivamente el crecimiento y/o la actividad de
algunos géneros de microorganismos en el colon, en general, lactobacilos y
bifidobacterias (De Vrese & Schrezenmeir, 2008). Un prebidtico ideal deberia ser, en
primer lugar, resistente a las acciones de los dcidos en el estémago, las sales biliares y
otras enzimas hidrolizantes en el intestino; en segundo lugar, no debe ser absorbido en
el tracto gastrointestinal superior; y por ultimo, ser facilmente fermentable por la
microbiotaintestinal beneficiosa (Kuo, 2013).

Los prebidticos forman un grupo de diversos ingredientes de carbohidratos que se
conocen poco con referencia a su origen, perfiles de fermentacién y dosis requeridas
para ejercer efectos en la salud. Algunas de las fuentes de prebidticos incluyen la leche
materna, la soya, las fuentes de inulina (como la alcachofa de Jerusalén, las raices de
achicoria, etc.), la avena cruda, el trigo sin refinar, la cebada sin refinar, el yacén, los
carbohidratos no digeribles y, en particular, los oligosacaridos no digeribles. Sin
embargo, entre los prebidticos, solo los oligosacaridos bifidogénicos, no digeribles,
particularmente la inulina, su producto de hidrdlisis oligofructosa y (trans)
galactooligosacaridos, cumplen todos los criterios para la clasificaciéon prebiotica
(Pokusaeva er al., 2011).

Los prebidticos como la inulina y la pectina exhiben varios beneficios para la salud,
como la reduccién de la prevalencia y la duracién de la diarrea, el alivio de la
inflamacién y otros sintomas asociados con el trastorno intestinal, y los efectos
protectores para prevenir el cancer de colon (Pefia, 2007). También estan implicados
en mejorar la biodisponibilidad y la absorcién de minerales, reducir algunos factores
de riesgo de enfermedad cardiovascular y promover la saciedad y la pérdida de peso,
evitando asi la obesidad (Pokusaeva er al., 2011).

Los probidticos en combinacién con otros componentes dietéticos activos
representan una estrategia muy notable para afectar positivamente la salud del

huésped. En este sentido, se han utilizado sinbidticos, es decir, combinaciones de
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probidticos y prebidticos (Patel & DuPont, 2015). Un producto sinbidtico afecta
beneficiosamente al huésped mejorando la supervivencia e implantaciéon de
suplementos dietéticos microbianos vivos en el tracto gastrointestinal al estimular
selectivamente el crecimiento y/o activar el metabolismo de un nimero limitado de
bacterias promotoras de la salud. Debido a que la palabra "sinbidticos" alude a la
sinergia, este término debe reservarse para productos en los que los compuestos
prebidticos favorecen selectivamente a los organismos probiodticos (Cencic &
Chingwaru, 2010).

Los sinbidticos se desarrollaron para superar posibles dificultades de supervivencia
para los probidticos. Parece que la razén para usar sinbidticos se basa en observaciones
que muestran la mejora de la persistencia de las bacterias probidticas durante el paso a
través del tracto intestinal superior. Una implantacién mads eficiente en el colon, asi
como un efecto estimulante del crecimiento de probidticos y bacterias ubicuas,
contribuyen a mantener la homeostasis intestinal y un cuerpo sano (Pefia, 2007). Se ha
afirmado que varios factores como el pH, H202, 4cidos organicos, oxigeno, estrés por
humedad, etc., afectan la viabilidad de los probidticos, especialmente en productos
lacteos como los yogures (Romeo et al., 2010).

Las cepas probidticas utilizadas en las formulaciones sinbidticas incluyen
Lacbobacillus, Bifidobacterium spp., S. boulardii, B. coagulans, etc., mientras que los
principales prebidticos  utilizados comprenden oligosacaridos como
fructooligosacdridos, galactooligosacaridos y xilooligosacdridos, inulina y fuentes
naturales de las raices naturales. Los beneficios para la salud por el consumo de
sinbidticos en humanos incluyen, segun Zhang (2010):

1) Aumento de los niveles de lactobacilos y bifidobacterias y microbiota
intestinal equilibrada.

2) Mejora de la funcién hepatica en pacientes cirrdticos.

3) Mejora de la capacidad inmunomoduladora.

4) Prevencién de la translocacién bacteriana y reduccién de la incidencia de

infecciones nosocomiales en pacientes quirurgicos.

22



INTRODUCCION

Algunos de estos sinbidticos no afectan la composicién de la microbiota, pero
pueden modificar su perfil metabdlico. Por ejemplo, L. acidophilus NCFM sinbidtico y
la celobiosa no afectan la diversidad bacteriana intestinal humana, pero aumentan la
concentracion local de 4cidos grasos de cadena ramificada, que desempefian un papel
en el mantenimiento de la fisiologia intestinal (van Zanten et al., 2014).

Durante los dltimos afios, numerosos estudios que utilizan modelos animales e
intervenciones clinicas han explorado los beneficios potenciales de los probidticos en
la salud humana, principalmente en la prevenciéon y el tratamiento de varias
enfermedades (Tojo et al, 2014). A continuacién, se explican las principales
enfermedades del tracto gastrointestinal para las cuales el uso de probidticos ha
demostrado efectos beneficiosos para la salud mediante la restauracién del equilibrio
microbiano: (i) diarrea infecciosa, (ii) diarrea asociada a antibidticos, (iii) enfermedad
inflamatoria intestinal (EII), (iv) sindrome del intestino irritable (SII), (v) infeccién
por Helicobacter pylori, y finalmente, (vi) intolerancia a la lactosa.

(i) Diarrea infecciosa. La razén para usar probidticos en esta patologia es que estos

actian contra los patégenos entéricos al competir por los nutrientes disponibles
y los sitios de unién, haciendo que el contenido intestinal sea d4cido,
produciendo una variedad de productos quimicos y aumentando las respuestas
inmunes especificas y no especificas (Sanchez et al, 2017). Los probidticos se
han probado en una gran cantidad de estudios clinicos como un suplemento a
la terapia de rehidratacién en el tratamiento de la diarrea infecciosa. Los
resultados de dichos estudios han sido positivos y notablemente consistentes en
acortar la duracién y reducir la frecuencia de las heces (Allen et al., 2010). Por
ultimo, la Sociedad Europea de Gastroenterologia Pediatrica, Hepatologia y
Nutricién (ESPGHAN) recomienda considerar la administracién de probidticos
ademas de la rehidratacién como terapia para la gastroenteritis aguda en nifios,

segun el informe ESPGHAN (Szajewska et al., 2014).

(ii) Diarrea asociada a antibidticos. La terapia antimicrobiana perturba la

microbiota gastrointestinal enddgena, lo que con frecuencia resulta en diarrea.
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Recientes revisiones sistematicas con metaandlisis han mostrado la efectividad
de la cepa Lactobacillus GG y la especie de levadura Saccharomyces boulardii

como probidticos para prevenir esta diarrea tanto en nifios como en adultos

(Szajewska & Kotodziej, 2015).

(iii) Enfermedad inflamatoria intestinal (EII), que incluye la enfermedad de Crohn

y la colitis ulcerosa (CU). Se ha demostrado que tanto una alteracién en la
microbiota gastrointestinal como una respuesta inadecuada del huésped a la
misma juegan un papel critico en la patogénesis de la EIl. Los probidticos
pueden influir tanto en la microbiota intestinal como en el sistema
inmunitario, y muchos expertos en el campo de la EII como mencionan
Marteau, Sokol, Dray & Seksik (2009) estdan usando probidticos para tratar a los
pacientes con EIl. Los ensayos que examinan el uso de probidticos con la
enfermedad de Crohn han sido bastante decepcionantes, mientras que la

evidencia del beneficio de los probidticos en la CU es bastante prometedora

(Marteau et al., 2009).

(iv) Sindrome del intestino irritable (SII). Aunque sus causas no se comprenden

(v)

completamente, la evidencia creciente sugiere un papel potencial de la
microbiota intestinal en su fisiopatologia y generacién de sintomas de esta
enfermedad. Para ello, se han realizado diferentes estudios de intervencién
probiodtica en los dltimos afios y, aunque los resultados sugieren que el uso de
probiodticos es beneficioso para el alivio de los sintomas del SII (Moayyedi et al,
2010; Ritchie & Romanuk, 2012), se recomiendan estudios bien disefiados y
controlados con placebo, ya que cada cepa probidtica tiene caracteristicas

Unicas y los pacientes con SII son heterogéneos (Spiller, 2008).

Helicobacter pylori. Se trata de un patdgeno altamente prevalente que ademas
es una causa importante de gastritis cronica y ulceras pépticas, al mismo tiempo
que un factor de riesgo de neoplasias gastricas. Los estudios de intervencién

con probidticos solos no han resultado en la erradicacién de H. pylori. Sin
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embargo, varios ensayos han encontrado que si los probidticos se usan junto
con la terapia estdndar, la tasa de erradicacién mejora. Asimismo, los
probiodticos (como S. boulardii, L. reuteriy L. rhamnosus GG) pueden ayudar a
prevenir los efectos secundarios asociados a los antibidticos gastrointestinales
(Homan & Orel, 2015; Lesbros-Pantoflickova, Corthésy-Theulaz & Blum,
2007).

(vi) Intolerancia a la lactosa. Esta se debe a bajos niveles de la enzima beta-
galactosidasa (lactasa) en la mucosa del intestino delgado. Existe buena
evidencia cientifica para el alivio de los sintomas de intolerancia a la lactosa
mediante el consumo de yogur y productos lacteos fermentados que contienen
bacterias convencionales de acido lactico como cultivos iniciadores y bacterias
probioticas (de Vrese et al., 2001). Se cree que confieren efectos beneficiosos al
proporcionar actividad microbiana de beta-galactosidasa que mejora la
tolerancia y la digestibilidad de la lactosa.

Otros beneficios de los probidticos incluyen: (a) inmunomodulacién, (b)
enfermedades cardiovasculares y metabolismo lipidico, (c) cancer, (d) obesidad, (e) y
biodisponibilidad y captacién de minerales (Pandey et al, 2015).

(@) Las bacterias probiodticas tienen efectos inmunomoduladores, adyuvantes como
propiedades y actividad antiinflamatorias y afectan la inmunidad humoral y
celular. Se sabe que las bacterias probidticas secretan factores responsables de
modular las respuestas inmunes. Por ejemplo, los factores secretados por L.
reuteri disminuyen la expresiéon de genes dependientes de NF-xB, lo que
resulta en una proliferacién celular disminuida y una proteina quinasa activada
por mitdgeno mejorada, un evento importante para inducir apoptosis
(Delcenserie et al, 2008). El mecanismo explica el efecto beneficioso de los
probidticos sobre la funcién inmune en el intestino no ha sido bien establecido.

Sin embargo, se han propuesto algunos posibles eventos celulares:
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1. Las fibras prebioticas pueden regular a la baja las enzimas lipogénicas
hepaticas, a través de una mayor produccién de acidos grasos de cadena
corta como el propionato.

2. La producciéon de 4cidos grasos de cadena corta a partir de la
fermentacién de fibras, especialmente el butirato, se ha identificado
como un modulador de la acetilacién de la cola de histonas y, en
consecuencia, aumenta la accesibilidad de muchos genes a los factores
transcripcionales.

3. La modulacién de la produccién de mucina.

4. Los fructooligosacaridos y algunos otros prebiéticos han mostrado un
aumento en el numero de linfocitos y / o leucocitos en los tejidos
linfoides asociados al intestino y en la sangre periférica.

5. La secrecién mejorada de IgA por los tejidos linfoides asociados al
intestino estimula la funcién fagocitica de los macréfagos
intraperitoneales (Schley & Field, 2002).

Los sinbidticos parecen ser una propuesta bastante atractiva para mejorar la
funcién inmune. Una combinacién de B. coagulans con inulina en una dieta
durante 6 semanas indujo una reduccién significativa en los niveles de proteina
C reactiva y también aumento los niveles de glutatién (Panda, Rao, Raju &
Sharma, 2006). En otro estudio, el tratamiento de ratas HLA-B27 propensas a la
inflamacién con sinbidticos similares mejor6 los cambios histolégicos debido a

la inflamacién (Erejuwa, Sulaiman & Wahab, 2014).

Mann y Spoerry fueron los primeros en sugerir los posibles efectos del
consumo de probidticos sobre el metabolismo de los lipidos. Demostraron una
reduccion en los niveles de colesterol en suero en el pueblo Masai debida al
consumo de leche fermentada (Watson & Preedy, 2010). Este informe generé
interés en los efectos reductores del colesterol de la leche fermentada y las
bacterias del 4cido lactico (Sudha, Chauhan, Dixit, Babu & Jamil, 2009).

Lactobacillus bulgaricus, L. reuteri, y B. coagulans son algunas de las cepas
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probidticas con efectos hipocolesterolémicos reportados. Los estudios en
humanos con leche adicionada de L. acidophilus L1 demostraron una
reduccién significativa en el colesterol sérico (Homayouni, Payahoo & Azizi,
2012). El efecto hipocolesterolémico de los probiéticos podria deberse a:

1. Una disminuciéon de la hidroxil-metil-glutaril-Coenzima-A reductasa
en el higado.

2. Una conversién significativa de colesterol en dcidos biliares. Ademas, la
descontaminacién enzimdtica de los dcidos biliares también es posible
por la enzima de los probidticos. Una vez desconjugados, los acidos
biliares son facilmente absorbidos por el intestino, lo que lleva a su
eliminacién en las heces y, por lo tanto, a la disminucién del colesterol
en suero (Teitelbaum & Walker, 2002).

Los probidticos pueden eliminar el colesterol mediante la incorporacion a las
membranas celulares durante el crecimiento. Se necesitan estudios in vivo para
verificar tales afirmaciones que se basan en estudios in vitro. Los prebioticos
parecen mejorar la actividad hipercolesterolémica. Un estudio con 40 ratas
Sprague-Dawley machos mostré una reduccién del 27% en los triglicéridos con
XOS como prebidtico (Hsu et al., 2004). El tratamiento crénico de la inulina de
achicoria (20 g/dia) durante 3 semanas redujo los triglicéridos séricos en
hombres con hipercolesterolemia (Parnell & Reimer, 2010). Los sinbiéticos
también han demostrado ser prometedores en el control del perfil lipidico
como lo confirma un estudio en el que ratas macho hipercolesterolémicas
fueron alimentadas con salvado de arroz fermentado con L. acidophilus

(Oberreuther-Moschner, Jahreis, Rechkemmer & Pool-Zobel, 2004).

Se demostrd que la alimentacidn basada en leche y calostro fermentado con L.
acidophilus resulté en una reduccién del 16-41% en la proliferacién de
tumores de colon (Andrews & Tan, 2012). También, se ha demostrado que el
probidtico L. bulgaricus induce actividad antitumoral contra el sarcoma 180 y

los tumores sélidos de ascitis de Ehrlich (Lee et al, 2012). Los mecanismos
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propuestos por los cuales los probidticos ejercen actividad antitumoral
incluyen:

1. Alterar las funciones inmunes asociadas con la respuesta inmune.

2. Efectos antiproliferativos a través de la regulacién de la apoptosis y la
diferenciacién celular.

3. Supresion de la producciéon de enzimas como la B-glucuronidasa, la
ureasa, la hidrolasa de colilglicina, la azereductasa y la nitro-reductasa
por enteropatdgenos como Escherichia coli'y Clostridium perfringens.

La beta-glucosidasa y la ureasa convierten los procarcinégenos en carcinégenos
préximos. Se demostré que Propionibacterium freudenreichii induce la muerte
celular de las lineas celulares de cancer gastrico y de colon humano mediante
la secrecién de 4cidos grasos de cadena corta en los medios de cultivo (Lee et
al, 2012). Los probidticos de bifidobacterias redujeron la carcinogénesis de
colon inducida por 1, 2-dimetilhidrazina en ratones cuando se usaban con
fructooligosacdridos e inhibian tumores hepdticos y mamarios en ratas
(Fotiadis, Stoidis, Spyropoulos & Zografos, 2008). La administracién dietética
de B. longum vy oligofructosa e inulina inhibe la formacién de lesiones
preneoplasicas. Ademds, B. longum suprimi6 el cancer de mama y colon (Kaur
& Gupta, 2002). En general, los estudios en sistemas in vitroy en una amplia
gama de modelos animales proporcionan evidencia considerable de que los
probidticos, prebidticos y sinbidticos ejercen efectos antineopldsicos (Fotiadis

et al., 2008).

Un articulo publicado en la revista cientifica “Nature” informé que la
poblacién microbiana presente en el intestino es diferente para las personas
obesas y delgadas y que cuando las personas obesas perdieron peso, su
microbiota se parecia a la de las personas delgadas. Las dietas que contienen
alto contenido en fibras generalmente tienen grados mas bajos de densidad de
grasa y energia, y son ttiles para reducir el riesgo de obesidad al promover la

saciedad y la pérdida de peso (Ley, Turnbaugh, Klein & Gordon, 2006). Esto
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estd respaldado por estudios experimentales que demostraron que en los
ratones delgados y obesos, la microbiota intestinal afecta el equilibrio
energético al influir en la eficiencia de las calorias adquiridas de la dieta, asi
como en la utilizacién y el almacenamiento de la energia obtenida (Stienstra,
Tack, Kanneganti, Joosten & Netea, 2012). Un estudio reciente en adultos con
sobrepeso tratado con dextrina de trigo demostré un aumento progresivo y
significativo de la saciedad y una disminucién de la sensacién de hambre

(Erejuwa, Sulaiman & Wahab, 2014).

Minerales como Ca, Mg, Fe, K, etc. son los macronutrientes necesarios para el
buen funcionamiento del cuerpo. Los estudios han demostrado una mejora de
la absorcion de Ca con la ingesta de prebidticos, principalmente fructanos. Un
estudio de 12 meses de duracién de 100 adolescentes que ingirieron 8 g/dia de
fructanos de inulina de cadena corta y larga mostréd un aumento significativo
en la absorcién de Ca y mejord la densidad mineral ésea (Abrams et al, 2005).
Las ratas ovariectomizadas se alimentaron con inulina y fructooligosacéridos, y
mostraron una mayor absorcién de Ca, aunque los resultados dependieron de la
relaciéon Ca/fructooligosacaridos en la dieta (Webb, 2011). Sin embargo, el
consumo diario de «cereal que contiene wuna combinacién de
fructooligosacdridos de cadena corta y larga (9 g/dia) como parte de una dieta
controlada no benefici6 la absorcién o retencidn de calcio en las adolescentes
(Whisner et al, 2013). Se postula que en el colon la fibra sufre fermentacion
por la microbiota intestinal, lo que resulta en la formacién de acidos grasos de
cadena corta que reduce el pH luminal. El calcio insoluble no absorbido se
convierte en la forma idnica en el medio acido. Tanto el pH bajo como los
acidos grasos de cadena corta provocan la hipertrofia de las células de la
mucosa, lo que aumenta la superficie del intestino y, por lo tanto, aumenta la
absorcién de calcio. La ingesta de prebidticos también promueve la producciéon
de mucina, lo que contribuye a una menor incidencia de translocacién

bacteriana a través de la barrera intestinal. Se presume que los oligosacaridos
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no digeribles mejoran la permeabilidad de las uniones estrechas del ileon
(Schley & Field, 2002). Por lo tanto, el aumento de la absorcién de calcio
probablemente estd mediado por su mayor solubilidad en el colon debido a la
fermentacién del prebidtico y la posterior disminucién del pH intraluminal
(Cashman, 2003).

Nuestra comprension de los mecanismos involucrados en los efectos beneficiosos
de los probidticos, los prebidticos y los sinbidticos es bastante superficial. La
informacién incompleta sobre las dosis de probiéticos requeridas para efectos clinicos
particulares aumenta la necesidad de caracterizaciéon molecular de los probidticos. La
evidencia directa aun es limitada para comprender los mecanismos inmunes por los
cuales los probidticos pueden ejercer los efectos beneficiosos. Esta sigue siendo el area

gris que necesita ser explorada (Boyle et al., 2006).

1.2. ;C6mo acttan en la barrera intestinal?

Los probidticos ejercen sus beneficios a través de cuatro mecanismos de accién
diferentes: (i) interferencia con bacterias patdgenas al competir por nutrientes y sitios
de adhesion, (ii) mejora de la funcién de barrera del revestimiento epitelial, (iii)
inmunomodulacién e (iv) influencia en otros érganos del cuerpo a través del sistema
inmunitario y la produccién de neurotransmisores [como el 4cido alpha-
aminobutirico (GABA) o la serotonina] (Hill et al, 2014). Por ejemplo, los probidticos
deben tener una alta capacidad de adherencia al epitelio intestinal, limitando el acceso
de enteropatdgenos a las moléculas diana presentes en las superficies de las células
huésped que se utilizan para iniciar el proceso de invasiéon. Ademads, los probidticos
producen sustancias antimicrobianas como bacteriocinas y acidos grasos de cadena
corta (SCFA), inhibiendo el crecimiento de posibles patdgenos. La microbiota
intestinal y algunos probidticos emergentes tienen genes que codifican proteinas
responsables de las vias bioquimicas que no estdn presentes en el huésped humano,
como la degradacién de la fuente de carbono compleja o la produccién de vitaminas y

otros compuestos esenciales. Por ejemplo, algunas cepas producen butirato como
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resultado de su metabolismo fermentativo, que es una molécula clave en el

mantenimiento de la homeostasis intestinal, especialmente a nivel de las células

epiteliales (Sanchez et al, 2017).

En cuanto al mecanismo de accién de los probidticos en la barrera intestinal, éstos

interactian con el huésped humano en tres niveles diferentes de la parte inferior del

tracto gastrointestinal humano: (1) capa mucosa, (2) capa epitelial y (3) tejido linfoide

asociado al intestino (Rijkers et al,, 2010; Sanchez et al., 2017).

1)

@)

3)

La capa de mucosa se subdivide en dos secciones, una subcapa externa en la
que las moléculas de mucina forman un gel bastante relajado, que se
caracteriza por la presencia de cantidades relativamente altas de bacterias,
asi como por la presencia de péptidos antimicrobianos e IgA secretada, cuyo
objetivo es limitar la cantidad de bacterias comensales que colonizan esta
ubicacion. Contrariamente a esto, hay una subcapa de mucina interna, densa
y compacta inmediatamente adyacente a las células epiteliales, lo que
restringe el acceso a la bacteria y donde se observan pocos o ningun
microorganismo (Johansson, Holmén Larsson & Hansson, 2011; Maynard,

Elson, Hatton & Weaver, 2012).

El segundo nivel de interaccion de los probidticos con el huésped humano
son las células epiteliales. La interaccién de los probidticos a este nivel es
muy importante para mantener la funcién de barrera, esto se logra
reforzando las llamadas uniones estrechas, ubicaciones especiales en las que
las membranas de dos células epiteliales adyacentes se unen, sellando las

superficies laterales de los enterocitos.

Finalmente, el tercer nivel es uno de los principales puntos de interaccién
entre los probidticos y el huésped humano: el tejido linfoide asociado al
intestino. Este tejido, en la parte inferior del tracto gastrointestinal, esta
compuesto  principalmente por parches de Peyer y células
linfoides/plasmaéticas que se distribuyen difusamente por la mucosa

intestinal. Los parches de Peyer son ubicaciones especializadas en vigilancia
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inmune donde las células presentadoras de antigeno interactian con las
células T y B después del muestreo del contenido intestinal (Kamada, Seo,
Chen & Nuifiez, 2013). Los probidticos, como otras bacterias, tienen un
conjunto de moléculas relativamente bien conservadas conocidas como
patrones moleculares asociados a microbios. Los probidticos interactiian con
receptores de reconocimiento de patrones especificos presentes en la
superficie o en la membrana del orginulo de las células epiteliales y
dendriticas, esta interaccion es responsable no solo de algunos de los efectos
beneficiosos atribuidos a los probidticos, sino que también es clave para la
interacciéon normal de la microbiota intestinal con el huésped humano
(Bouskra et al., 2008).

En conclusién, en la capa de la mucosa intestinal los probidticos interfieren en el
crecimiento o la supervivencia de los patdgenos al competir por los nutrientes y por
los sitios de adhesién, y gracias a la produccion de sustancias antimicrobianas; en la
capa de células epiteliales, los probioticos mejoran la funcién de barrera epitelial e
inhiben los patégenos; y finalmente, en el tejido linfoide asociado al intestino, los
probioticos modulan el sistema inmunitario sistémico, asi como la influencia sobre
otros 6rganos del cuerpo a través del sistema inmunitario y la produccion de
neurotransmisores (incluidos el higado y el cerebro).

Ademas del contacto directo con la mucosa, los factores solubles sintetizados por las
bacterias probidticas pueden estimular las respuestas del huésped. En este sentido, los
productores de butirato desempefan un papel clave en el mantenimiento de la barrera
epitelial, ya que el butirato es una de las principales fuentes de energia de los
enterocitos (Louis, Hold & Flint, 2014). Ademas, una proteina de 15 kDa secretada por
Faecalibacterium prausnitzii es capaz de inhibir la via NF-kB en las células epiteliales
intestinales y prevenir la colitis en un modelo animal (Quévrain et al, 2016).

La investigacién sobre enfermedades humanas revela los papeles vitales que
desempeqia la microbiota intestinal. Esta interaccién no esta restringida a la mucosa

intestinal, sino a lugares distantes como el eje intestino-cerebro. Comprender el
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impacto de la microbiota intestinal en la salud del huésped es esencial para disefiar
estrategias enfocadas en su manipulacion, especialmente en los casos en que estin
presentes patrones microbianos alterados. Los probidticos son herramientas
importantes para producir beneficios especificos para el huésped a través de diferentes
mecanismos, entre los cuales destaca la modificacién de la microbiota intestinal
(Sanchez et al, 2017). Sin embargo, la literatura reciente sugiere que la modificacién
de la microbiota intestinal no es estrictamente necesaria para producir un efecto
beneficioso (Kristensen et al, 2016). De hecho, el efecto probiético podria
desencadenarse a través de una interaccién con el sistema inmune, lo que no significa
necesariamente una modificacién del entorno microbiano local. En relacién con esto,
durante los ultimos afios, estd quedando claro que algunas cepas probidticas mads
comunmente utilizadas (pertenecientes a los géneros Lactobacillus y Bifidobacterium)
no colonizan el intestino y se liberan del intestino después de la intervencion
probidtica; por lo tanto, no podrian considerarse miembros estables de la microbiota
intestinal. Por otro lado, a pesar de nuestro conocimiento sobre los mecanismos
moleculares que subyacen a algunos de los efectos beneficiosos de los probidticos,
estamos lejos de demostrar clinicamente su eficacia en muchas enfermedades
inflamatorias y autoinmunes. En el futuro, el conocimiento de las moléculas
responsables del efecto probidtico nos permitird disefiar nuevas estrategias que
permitan el cultivo, los procedimientos de cocultivo y la propagaciéon de estas

bacterias a menudo sensibles al oxigeno (Sanchez et al, 2017).

1.3. Caracteristicas de la cepa probiética idénea segiin la FAO y OMS

La FAO y la OMS han presentado conjuntamente directrices para establecer un
enfoque sistemdtico para una evaluacion efectiva de los probidticos en los alimentos.
Algunos de los requisitos previos de un organismo probiético ideal se muestran en la
Figura 1. Las directrices de la FAO / OMS sobre probidticos podrian utilizarse como
un estandar global para evaluar los probidticos en los alimentos. Las pautas obligan a

realizar las siguientes actividades (Pandey et al, 2015):
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1. Identificacion de la cepa.

2. Caracterizacion funcional de la (s) cepa (s) por seguridad y atributos

probioticos.

3. Validacién de los beneficios para la salud en estudios en humanos.

4. Etiquetado honesto, no engafioso, de declaraciones de eficacia y contenido para

toda la vida util.

Para que un probidtico ejerza un efecto beneficioso para la salud humana, debe
cumplir varios criterios. Debe sobrevivir al paso por el tracto gastrointestinal superior
y llegar vivo a su sitio de accién, y debe poder funcionar en el entorno intestinal. Los
requisitos funcionales de los probidticos incluyen tolerancia al jugo y bilis gastricos
humanos, adherencia a superficies epiteliales, persistencia en el tracto gastrointestinal
humano, estimulacién inmunolégica, actividad antagonista hacia patdégenos
intestinales (como Helicobacter pylori, Salmonella spp., Listeria monocytogenes y
Clostridium difficile) y la capacidad de estabilizar y modular la microbiota intestinal
(Mattila-Sandholm et al, 2002; Millette, Luquet, Ruiz & Lacroix, 2008; O’May &
Macfarlane, 2005). Se deben considerar varios aspectos tecnolégicos en la seleccién de
probioticos. Estos incluyen buenas propiedades sensoriales, resistencia a los fagos,
viabilidad durante el procesamiento y estabilidad en la produccién y durante el
almacenamiento. Los probidticos deben ser no patdgenos y no tdxicos y no deben
tener una resistencia adquirida a los antibidticos (Mattila-Sandholm et al, 2002;

Ouwehand, Salminen & Isolauri, 2002).

Non-pathogenic

(GRAS)
Lactic acid Acid & bile
producer Tolerant
Properties Effective adhesion
Genetically of an Ideal to gut lining
stable Probiotic

Short generation
time

Anti-genotoxic
property

Robust & Surviving processing
conditions

Figura 1. Caracteristicas de una cepa probidtica idénea. Fuente: Pandey et al. (2015)
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El uso inapropiado del término “probidtico” y la falta de reconocimiento de la
importancia de la especificidad de la cepa y la especificidad de la dosis es una
preocupaciéon hoy en dia. Cuando los probidticos se producen como suplementos
nutricionales, y no como medicamentos, se someten a un escrutinio menos
reglamentario, ya que no es obligatorio que el fabricante justifique las afirmaciones de
eficacia o seguridad de los alimentos y suplementos nutracéuticos. Esta es la razon
principal de la informacién de eficacia y seguridad deficiente o inexistente en la
mayoria de los productos comerciales (Pandey et al, 2015).

Otro posible problema importante de los probidticos es el mal uso del término. Esto
puede deberse a que los productos estin mal fabricados o que se denominan
probiodticos sin ninguna documentacion relevante. El efecto neto, perjudicial para el
campo general de los probidticos, podria ser que se descubra que tales productos son
ineficaces, cuando en realidad ni siquiera eran probidticos en primer lugar (Reid,
2008). Es responsabilidad de los fabricantes y cientificos utilizar tnicamente el
término "probiotico" como se describe en las Directrices de las Naciones Unidas y de
la Organizacién Mundial de la Salud (FAO/WHO, 2002). Esto describe los siguientes
puntos clave:

(@) Los probidticos son entidades bacterianas bien definidas que se administran al

huésped en cantidades suficientes para conferir beneficios fisiolégicos definidos
y comprobados. No son organismos comensales que se encuentran en el

intestino humano.

(b) No se puede considerar a todos los representantes de una especie, como por
ejemplo L. acidophilus o L. rhamnosus, como probidticos, ya que para
considerar probidtico a un microorganismo, este debe demostrar que confiere
un beneficio para la salud dependiente de la cepa, no de la especie. Por
ejemplo, L. rhamnosus GR-1 si se considera una cepa probidtica (Reid & Bruce,
2006), pero no todos los microorganismos pertenecientes a la especie L.

rhamnosus.

35



()

(d)

(e)

INTRODUCCION

Las cantidades de organismos probioticos viables utilizados en un producto
deben ser consistentes con las probadas con éxito en un ensayo clinico. En
otras palabras, no se pueden agregar 1000 colonias de L. reuteri SD2112 u otro
probidtico conocido que se ha demostrado que la dosis que confiere beneficios
es de mil millones de colonias, y luego llamar al nuevo producto probidtico.
Ademads, si se combinan cepas, como L. rhamnosus GR-1y L. reuteri RC-14
(Reid & Bruce, 2006), la adicién de la segunda cepa debe estar clinicamente

justificada.

La bibliografia esta repleta de experimentos sobre cepas "probidticas”, muchos
de los cuales utilizan ensayos de adhesion o inhibicién in vitro que no prueban
la funcionalidad in vivo. Hasta que se haya demostrado que estas cepas
cumplen con las pautas y confieren beneficios para la salud de un huésped,
deben denominarse cepas probidticas potenciales o simplemente cepas

bacterianas.

Las bacterias modificadas genéticamente pueden ser probidticas si se
documentan adecuadamente. Por ejemplo, varios estudios han demostrado que
una vacuna producida utilizando construcciones que combinan epitopos de
glucosiltransferasas de Streptococcus mutans (GTF) y proteina de unién a
glucanos B (GbpB) tiene un gran potencial para interferir con el desarrollo de
caries (Smith, King, Rivero & Taubman, 2005). Otro ejemplo es la modificacién
genética de una cepa de Lactococcus lactis LL-Thyl2 que expresa interleucina-
10 humana (IL-10) (Braat et al, 2006), en la que se ha sustituido el gen de la
timidilato sintasa por una secuencia sintética que codifica la IL-10 humana
madura, proporcionando un medio para tratar la enfermedad inflamatoria
intestinal, asi como para contener el organismo debido a su incapacidad para

sobrevivir sin la adicién de timidina exégena.
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(f) Paralograr una credibilidad mas generalizada entre las comunidades cientificas
y clinicas, los productos deben contener cepas identificadas a nivel de especies,
suficientemente viables al final de su vida util y con declaraciones de etiqueta
apropiadas (Reid, Kim & Kohler, 2006). Se observan diferencias en los
parametros de crecimiento y las respuestas al estrés entre las cepas probidticas
de la misma especie. La tolerancia al calor y al oxigeno, la resistencia al estrés y
otros factores afectan la viabilidad (Simpson et al, 2005). Se necesitan estudios
para evaluar las contribuciones que los diferentes vehiculos de entrega hacen a
la eficacia de los productos. Por ejemplo, los productos licteos en los que
crecen las cepas probioticas contendrdn productos finales metabdlicos, y
podrian ser estas sustancias o compuestos prebidticos.

El desafio para los expertos que trabajan en el aspecto médico de alimentos
funcionales y probidticos, prebidticos, sinbidticos y alimentos novedosos es aplicar el
nuevo conocimiento generado por cientificos basicos en el campo de la microbiota
intestinal. Pefla (2007) ha sugerido que la investigacién probidtica se encuentra hoy
en la interseccién de la gastroenterologia, la inmunologia y la microbiologia y es muy
dindmica tanto en el campo bésico como en el clinico. Una mayor comprensién de los
complejos mecanismos moleculares que conducen a la efectividad de los probidticos
también estimulara el desarrollo de formulaciones de probidticos mas exitosas. Hay
muchos informes publicados sobre el uso de probidticos en humanos, pero la
informacién sobre prebidticos y sinbidticos es bastante escasa. Ademas, las
declaraciones de propiedades saludables deben ser fundamentadas y establecidas
firmemente mediante ensayos clinicos a gran escala disefiados adecuadamente
(Pandey et al, 2015).

Las dificultades y los defectos inherentes de los productos probidticos comerciales y
las medidas correctivas son debidos a la entrega de una cantidad inadecuada de
probioticos al tracto gastrointestinal inferior, especificamente al ambiente acido del
estomago (Pathak, 2011). Por lo tanto, es necesario desarrollar un sistema de entrega

mas especifico junto con la dosis adecuada. Los desarrollos adicionales requeridos son:
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1) la formulacién probidtica debe tener una vida 1util mejorada y debe entregar células
probioticas activas vivas incluso después de un almacenamiento prolongado, 2) deben
establecerse métodos de evaluacién para asegurarse de que la formulacién realmente
contenga bacterias probidticas viables clinicamente probadas (Both et al, 2012). En el
ambito del proceso de fabricacién y la formulacién posterior, existe una literatura
publicada muy limitada y se necesita hacer mucho para mejorar la supervivencia de

las cepas durante la formulaciéon y el almacenamiento (Pandey et al, 2015).
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2. LACTOBACILLUS COMO PROBIOTICOS

2.1. Generalidades

El género Lactobacillus pertenece al gran grupo de bacterias del acido lactico (BAL)
los cuales son todos organismos Gram-positivos que producen acido lactico por
fermentacidon (Kandler & Weiss, 1986). Los miembros del género Lactobacillus son
bacilos o cocobacilos que no forman esporas (Hugenholtz, 1998), catalasa negativos
(aunque algunas cepas poseen una pseudocatalasa), aerotolerantes o anaerdbicos,
aciddlicos o aciddfilos y son nutricionalmente exigentes (Hammes & Vogel, 1995).
Generalmente tienen un metabolismo fermentativo, cuyo producto final de
fermentacién primario es el acido lactico (Klaenhammer & De Vos, 2011; Tannock,
2004) ademas de otros productos como acetato, etanol, CO2, formiato y succinato.

Lactobacillus considerado el género mds grande entre las BAL (de acuerdo con su
antigua clasificacion) se caracteriza por un alto nivel de diversidad, que se refleja en su
compleja filogenia (Schleifer & Ludwig, 1995). Los géneros de las BAL incluyen, entre
otros, Lactococcus, Enterococcus, Qenococcus, Pediococcus, Streptococcus,
Leuconostoc y Lactobacillus (Kandler & Weiss, 1986). El género Lactobacillus
comprende 261 especies (en marzo 2020) que son extremadamente diversas a nivel
fenotipico, ecoldgico y genotipico (Zheng et al, 2020) y representa el grupo mads
grande dentro de la familia Lactobacillaceae. Los miembros del género tienen forma
de varilla, a menudo organizados en cadenas. Son estrictamente fermentativos y
aerotolerantes, pero crecen bien en condiciones anaerdbicas.

Existen dos grupos de especies segun la capacidad de fermentar aztcares: especies
homofermentativas, que convierten los azucares principalmente en acido lactico, y
especies heterofermentativas, que convierten los azucares en acido lactico, acido
acético, etanol y CO2. Debido a que el principal catabolito es el dcido lactico, los
lactobacilos prefieren condiciones relativamente acidas (pH 5,5-6,5) (Giorgio Giraffa,
Chanishvili & Widyastuti, 2010). Recientemente, el género Lactobacillus ha sufrido

una reclasificacion en 25 géneros, incluyendo: el género enmendado Lactobacillus que
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incluye organismos adaptados al hospedador que se han denominado grupo
Lactobacillus delbrueckii, Paralactobacillus y 23 nuevos géneros (Zheng et al., 2020),
entre los cuales encontramos los géneros Holzapfelia, Ampylolactobacillus,
Bombilactobacillus, Companilactobacillus, Lapidilactobacillus, Agrilactobacillus,
Schleiferilactobacillus,  Loigolactobacilus,  Lacticaseibacillus,  Latilactobacillus,
Dellaglioa, Liquorilactobacillus, Ligilactobacillus, Lactiplantibacillus,
Furfurilactobacillus, Paucilactobacillus, Limosilactobacillus, Fructilactobacillus,
Acetilactobacillus,  Apilactobacillus, Levilactobacillus, Secundilactobacillus 'y
Lentilactobacillus. En esta introduccién, hablaremos del género Lactobacillus
refiriéndonos a su clasificacién antigua

Las bacterias que pertenecen al género Lactobacillus (término genérico
“lactobacilli”) se pueden encontrar en una variedad de nichos ecolégicos como plantas,
animales y leche cruda (Hammes & Vogel, 1995). Ademas, los lactobacilos se pueden
encontrar en insectos. La capacidad de colonizar una variedad de habitats es una
consecuencia directa de la amplia versatilidad metabdlica de este grupo de BAL. Por
tanto, no es de extrafiar que los lactobacilos se hayan utilizado durante décadas en la
conservacion de alimentos, como iniciadores de productos lacteos, verduras
fermentadas, pescado y embutidos, asi como inoculantes para ensilaje. Debido a sus
potenciales atributos terapéuticos y profilacticos, los lactobacilos se han propuesto
como probidticos (Giraffa et al, 2010).

Los analisis filogenéticos y gendémicos comparativos realizados por Zheng et al
(2020) confirmaron que Leuconostocaceae y Lactobacillaceae estin estrechamente
relacionados y entrelazados. Este resultado también estd en linea con la Base de datos
de Taxonomia del Genoma (https://gtdb.ecogenomic.org/; Capella-Gutiérrez, Silla-
Martinez, & Gabaldén, 2009) en la que los miembros de la familia Leuconostocaceae
fueron considerados miembros de Lactobacillaceae. El actual analisis realizado por
Zheng et al. (2020) también indica que los lactobacilos heterofermentativos estan mas
estrechamente relacionados con Leuconostoc y Weissella de lo que estan con el grupo

L. delbrueckii. Esto confirma que ambos metabolismos fermentativos,
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homofermentativa y heterofermentativa, estan estrechamente ligadas a la filogenia de
los lactobacilos.

En general, la evidencias disponibles son muy consistentes y apoyan la clasificacién
taxondémica propuesta por (Zheng et al, 2020). Ademas, las identidades de la
secuencia del gen del ARNr 16S y los valores de AAI (Identidad de pares de
aminoacidos “pairwise amino acid identity”) permiten facilmente asignar nuevas
especies a uno de los 26 géneros de Lactobacillaceae. Las especies que exhiben una
identidad génica de ARNr 16S superior al 94,5% a la especie tipo de un género
(Rossell6-Méra & Amann, 2015) y a un cluster de ese género cuando se utiliza la
filogenia del gen ARNr 16S generalmente se asignan correctamente incluso en
ausencia de andlisis adicionales. Sin embargo, la identidad génica y la filogenia del
ARNr 16S deben complementarse con la filogenia del genoma-ntcleo (core genome)
en combinaciéon con métricas de similitud del genoma completo para validar la
taxonomia a nivel de género (Chun et al, 2018).

Como he mencionado anteriormente, en este trabajo se tendrd en cuenta la antigua
clasificacién del género Lactobacillus. Segin la antigua clasificacién, el grupo L.
plantarum comprende los taxones L. plantarum subsp. plantarum, L. plantarum subsp.
argentoratensis, Lactobacillus paraplantarum y Lactobacillus pentosus. El grupo L.
plantarum se encuentra ampliamente en una variedad de alimentos como productos
lacteos, carnicos y vegetales. Se encuentra comunmente en el tracto gastrointestinal
humano como consecuencia de su probada capacidad para sobrevivir al transito
gastrico y colonizar el intestino. Los microorganismos pertenecientes al grupo L.
plantarum se consideran microorganismos de calidad alimentaria debido a su largo y
documentado historial de uso seguro en alimentos fermentados (de Vries, Vaughan,
Kleerebezem & de Vos, 2006).

Los lactobacilos son los probidticos mas estudiados y ampliamente utilizados dentro
de las BAL. La mayoria de las cepas de Lactobacillus pertenecen al grupo de L.
acidophilus. Se sabe que L. (para) casei, L. plantarum, L. reuteri y L. salivarius, que

representan los respectivos grupos filogenéticos, contienen cepas probidticas (Giraffa
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et al, 2010). Los cultivos iniciadores son microorganismos que se agregan
intencionalmente a la materia prima para crear un resultado deseado en el producto
final, generalmente a través de sus actividades metabdlicas. El uso mds comun de
cultivos iniciadores es para la producciéon de acido lactico a partir de lactosa (aztcar de
la leche), que en la mayoria de los casos provoca o ayuda en la coagulacion de la
proteina de la leche al reducir su valor de pH (Giraffa er al, 2010). El género
Lactobacillus es uno de los mas importantes en el desarrollo de iniciadores lacteos, que
desempefan un papel crucial para acidificar la leche cruda y en la produccién de
productos lacteos fermentados como quesos y leche fermentada (incluidos los
probidticos) (Leroy & De Vuyst, 2004). Los lactobacilos se utilizan como cultivos
iniciadores en la elaboracion de yogur y queso mozzarella. También se utilizan como
adyuvantes de iniciacién para promover una maduracién mds rdpida del queso
cheddar y quesos similares, para reducir la incidencia de amargor y como probidticos
en productos de tipo yogur (Parente, Cogan & Powell, 2017). En general, los
lactobacilos se asocian con la produccién de alimentos debido a la accién conservante
debida a la acidificacién y/o mejora del sabor, la textura y la nutricién.

Los lactobacilos se utilizan también como iniciadores o cultivos complementarios
para alimentos vegetales fermentados, carnes fermentadas, en la produccién de vino y
cerveza, pan de masa madre y ensilaje. Provocan una rapida disminuciéon del pH de la
materia prima a través de la produccién de acido lactico como principal producto
catabolico (Giraffa et al, 2010). Ademads, la actividad proteolitica y produccién de
compuestos aromaticos, bacteriocinas y exopolisacaridos son relevantes para la calidad
y valor nutricional del producto final y amplian el espectro de aplicaciones
biotecnoldgicas de este importante grupo de las BAL (Leroy & De Vuyst, 2004).
Algunos lactobacilos del tracto gastrointestinal (GIT) también se han asociado con
beneficios para la salud, lo que ha dado lugar a su designacién como probiéticos. En la
actualidad, el consumidor esta prestando mucha atenciéon a la relaciéon entre
alimentacién y salud. Como consecuencia, la demanda de alimentos funcionales, es

decir, alimentos que poseen propiedades que promueven la salud maés alld de la
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nutricién basica, ha aumentado drasticamente en los ultimos afios (Keohane, Ryan &
Shanahan, 2009; O’'May & Macfarlane, 2005; Ouwehand et al., 2002).

La produccién de bacteriocinas y exopolisacdridos son dos ejemplos significativos
de aplicaciones funcionales de los lactobacilos en la industria alimentaria (Giraffa et
al, 2010). En las ultimas dos décadas, varios estudios han demostrado el potencial de
las bacteriocinas para controlar el crecimiento de microorganismos patdgenos en
productos alimenticios. Se han sugerido lactobacilos productores de bacteriocinas
como cultivos protectores en carnes fermentadas, aceitunas fermentadas y productos
lacteos (Hammes & Vogel, 1995; Leroy & De Vuyst, 2004). Los polisacaridos vegetales
o microbianos se utilizan ampliamente en la industria alimentaria. Se sabe que
aumentan la viscosidad y la firmeza, mejoran la textura y contribuyen al sabor de los
productos bajos en grasa. Se ha demostrado la produccién in situ de exopolisacaridos
en varios lactobacilos (Leroy & De Vuyst, 2004).

La importancia de las BAL en la vida quizas se vea mejor en relaciéon con la salud de
las mujeres y los bebés. Las mujeres que carecen de lactobacilos en la vagina tienen
una tasa de éxito reducida de la fertilizacion in vitro (Verstraelen & Senok, 2005). La
causa puede ser un proceso inflamatorio que inhibe el movimiento de los
espermatozoides o la unién 6vulo-espermatozoide, pero parece haber pocas dudas de
que las bacterias influyen en esta actividad. Una vez embarazada, la pérdida de
lactobacilos de la vagina y el desarrollo subsiguiente de vaginosis bacteriana (VB) se
asocia con un mayor riesgo de parto prematuro (Leitich & Kiss, 2007). Las pistas sobre
el efecto de las bacterias en el desarrollo fetal provienen de grandes estudios
epidemioldgicos que muestran que la nutricién en las madres tiene consecuencias a
largo plazo para el bebé (De Boo & Harding, 2006).

Otra caracteristica de los lactobacilos a tener en cuenta es que a través de su
actividad metabdlica, los lactobacilos pueden actuar como "fibricas de células" para la
generacién de novo de biocompuestos activos a partir de una variedad de fuentes de
proteinas alimentarias. Las actividades bioldgicas asociadas con tales péptidos incluyen

propiedades inmunomoduladoras, antibacterianas, antihipertensivas y de tipo opioide.
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Las proteinas de la leche se reconocen como una fuente primaria de péptidos
bioactivos, que se pueden cifrar dentro de la secuencia de aminodcidos de las proteinas
lacteas, lo que requiere protedlisis para su liberacién y activacion. Estas observaciones
han resaltado el interés en desarrollar alimentos fermentados de valor agregado que se
enriquezcan selectivamente con compuestos que se sabe que brindan un beneficio
particular para la salud del consumidor, como los inhibidores de la enzima
convertidora de angiotensina antihipertensiva (ECA), que son producidos por los
lactobacilos a través de sistema proteolitico (Broadbent, 2008; Hayes, Ross, Fitzgerald
& Stanton, 2007).

La ingenieria metabdlica puede ser una herramienta alternativa en la busqueda de
nuevas cepas con caracteristicas biotecnoldgicas mejoradas. Las estrategias de
ingenieria metabdlica de las BAL pueden conducir a la redireccién eficiente del
metabolismo del aztcar a productos finales nutricionales distintos del dcido lactico,
como compuestos aromadticos, azucares bajos en calorias y edulcorantes naturales
(Hugenholtz et al, 2002). Se han modificado metabélicamente diferentes especies de
Lactobacillus para la produccién de acido lactico L(+), manitol, piruvato y L-ribulosa
(Aarnikunnas, von Weymarn, Rénnholm, Leisola & Palva, 2003; Helanto, Kiviharju,
Leisola & Nyyssold, 2007; Kyla-Nikkila, Hujanen, Leisola & Palva, 2000).

De manera similar a otras BAL, los lactobacilos también pueden ser portadores de
vacunas orales eficientes. La mayor parte de nuestro conocimiento actual sobre el uso
de lactobacilos con fines de vacunacién se ha obtenido con el fragmento de toxina
tetanica Cas, el antigeno modelo. Este conocimiento, junto con nuestra creciente
comprension del sistema inmunoldgico y los avances recientes en las técnicas de
clonacién y expresién, hardn que el desarrollo de lactobacilos como sistemas de
administracién de vacunas vivas sea una perspectiva realista (Seegers, 2002).

Los antibidticos se usan comunmente en la cria de animales para curar o prevenir la
aparicion de infecciones bacterianas en la agricultura, pero los antibiéticos también se
usaron como promotores del crecimiento durante décadas (prohibidos como

promotores del crecimiento en la UE desde enero de 2006 y en Corea del Sur desde
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2011; todavia estan permitidos en otros paises de Asia y en Australia y EE. UU. entre
otros), lo que podria haber ejercido una presion selectiva para la aparicién y
propagaciéon de bacterias resistentes a los antibidticos (Abriouel et al, 2015). La
aparicién de resistencia a los antibidticos es un fenémeno complejo, que involucra
interacciones entre humanos, animales, bacterias, farmacos y el medio ambiente
(Barbosa & Levy, 2000; Coast & Smith, 2003; O’Brien, 2002). El creciente cuerpo de
evidencia que informa sobre la resistencia a los antibidticos en BAL de origen
alimentario (Egervirn, Roos & Lindmark, 2009; Ge et al, 2007; Marshall, Ochieng &
Levy, 2009; Michael Teuber, Meile & Schwarz, 1999), aunque con una baja incidencia,
ha reflejado la preocupacién mundial por la resistencia a los antibidticos en la
seguridad alimentaria y la salud publica.

Los lactobacilos eventualmente llegan al tracto gastrointestinal a través de la
ingestién de un alto nimero de estas bacterias en los alimentos fermentados
(tipicamente en alimentos fermentados >108UFC/ml) (Ali & Mustafa, 2009; Cadena,
Villarraga, Lujan & Salcedo, 2006); donde puede interactuar con la microbiota
intestinal residente del huésped. Debido a la gran cantidad de microorganismos, las
condiciones de confinamiento y el estrecho contacto de célula a célula en este
entorno, el tracto gastrointestinal es un nicho caliente ideal para la transferencia de
genes (Abriouel et al, 2015). Teniendo en cuenta las propiedades fisicoquimicas de los
alimentos fermentados, factores estresantes como la sal, el pH bajo y los aditivos
podrian potenciar esta resistencia activando genes especificos (genes silenciosos),
aumentando su expresion o facilitando su diseminacién entre cepas que coexisten en
un mismo lugar y en el mismo tiempo (Al-Nabulsi et al, 2011; Ganjian et al, 2012;
McMahon, McDowell & Blair, 2007; Poole, 2014).

Hasta 1999, sélo habia unos pocos estudios que evaluaban la resistencia a los
antibioticos adquirida en lactobacilos (Teuber, 1999). Actualmente, hay varios
estudios que informan sobre la resistencia a los antibidticos en especies de
Lactobacillus (Casado Muiioz, Benomar, Lerma, Galvez & Abriouel, 2014; Hummel,

Hertel, Holzapfel & Franz, 2007; Kastner et al, 2006; Klare et al, 2007; Klein, 2011;
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Liu, Zhang, Dong, Yuan & Guo, 2009; Zonenschain, Rebecchi & Morelli, 2009) y
podria mostrarse una resistencia intrinseca a muchos antibiéticos (Casado Mufioz et
al, 2014; Hummel et al.,, 2007; Klein, 2011). Ademas, se identificaron y caracterizaron
genes que codifican resistencias a antibidticos transferibles (Ammor et al, 2008;
Belletti et al, 2009; Devirgiliis, Coppola, Barile, Colonna & Perozzi, 2009; Egervirn et
al., 2009; Feld, Bielak, Hammer & Wilcks, 2009).

Es necesario distinguir entre la resistencia intrinseca a los antibidticos comunes
(resistencia no transmisible horizontalmente) y la resistencia adquirida (que se basa en
elementos genéticos mdviles como plasmidos, transposones, integrones o mutaciones)
en los lactobacilos (Abriouel et al, 2015). En general, la mayoria de las especies de
Lactobacillus son intrinsecamente resistentes a los aminoglucésidos (neomicina,
kanamicina, estreptomicina y gentamicina), glicopéptidos (vancomicina y
teicoplanina), inhibidores de la sintesis de dcidos nucleicos (ciprofloxacina, enoxacina,
pefloxacina, acido norfloxacino, nalidtron) e inhibidores de sintesis de 4cido félico
(sulfametoxazol, trimetoprima y cotrimoxazol) (Charteris, Kelly, Morelli & Collins,
1998; Coppola et al., 2005; Patel, Shah, & Prajapati, 2012; Zhou, Pillidge, Gopal & Gill,
2005). Sin embargo, son susceptibles a las penicilinas (ampicilina y penicilina G),
cloranfenicol, estreptomicina, clindamicina, tetraciclina, eritromicina, linezolid y
quinupristina / dalfopristina (Ammor, Flérez & Mayo, 2007; Katla, Kruse, Johnsen &
Herikstad, 2001; Luh er al, 2000; Patel et al., 2012). La susceptibilidad a la bacitracina
varia mucho (Coppola et al, 2005; Katla et al., 2001).

Por lo tanto, las bacterias presentes de forma natural en los alimentos fermentados
pueden representar un importante reservorio de genes de resistencia a los antibioticos.
Esas bacterias se ingieren en grandes cantidades y posiblemente podrian transferir
determinantes de resistencia a los antibiéticos a la microbiota intestinal. La aparicién
de resistencia a los antibidticos en los lactobacilos de los alimentos fermentados, que
histéricamente se han considerado seguros, tiene un impacto profundo en las

consideraciones de seguridad. Por lo tanto, se debe prestar mayor atencién a las
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evaluaciones de seguridad con respecto a las resistencias a los antibidticos de las BAL
(Abriouel et al, 2015).

Reclasificacidon de Lactobacillus pentosus. De acuerdo con Zheng et al, (2020),
Lactobacillus pentosus ha sido reclasificada como Lactiplantibacillus pentosus.
Lactiplantibacillus (Lac.ti.plan.ti.ba.cil'lus. L. neut. N. Lactis milk; L. fem. N. Planta
plant, refiriéndose a los lactobacilli del grupo plantarum; L. masc. N. bacillus a varilla;
NL masc. n. Lactiplantibacillus una varilla derivada de la leche del grupo
(Lactobacillus) plantarum (Figura 2). La especie tipo es Lactiplantibacillus plantarum

comb. nov.; Lactiplantibacillus se denominaba anteriormente grupo L. plantarum.

Weissella
Oenococcus
Convivina
Fructobacillus
Leuconostoc
Lentilactobacillus
Secundilactobacillus
Levilactobacillus
Fructilactobacillus
Acetilactobacillus

_ Apilactobacillus
Limosilactobacillus
Paucilactobacillus
Furturilactobacillus
Lactiplantibacillus
Pediococcus
Ligilactobacillus
Liquorilactobacillus
Dellaglioa
Loigolactobacillus
Paralactobacillus
Latilactobacillus
Lacticaseibacillus
Agrilactobacillus
Schleiferilactobacillus
Lapidilactobacillus
Companilactobacillus
Bombilactobacillus
Lactobacillus
Amylolactobacillus
Holzapfelia

ol

*’-& %EH..

Pairwise intra-genus cAAl (%)

Figura 2. Rango de valores de cAAI (identidad de aminoacidos por pares de genes
conservados) intragénero por pares para todos los géneros actuales y propuestos en las
familias Lactobacillaceae'y Leuconostocaceae. Fuente: Zheng et al., (2020)
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2.2. Caracteristicas probidticas a nivel fenotipico y genotipico

La aparicion de nuevos patogenos, el resurgimiento de los antiguos y el desarrollo
de resistencia a los antibiéticos han provocado un aumento de la investigacién sobre
un grupo de BAL conocidos como probidticos que podrian usarse potencialmente para
combatir infecciones bacterianas (Soomro & Masud, 2012). Los probidticos,
principalmente miembros de los géneros Lactobacillus (y los nuevos géneros surgidos
a raiz de la reclasificacion del género Lactobacillus)y Bifidobacterium, son residentes
normales del complejo ecosistema del tracto gastrointestinal (Mitsuoka, 1992).

La seleccion de bacterias probiodticas prometedoras debe cumplir con ciertos
estandares, y se realizan muchas pruebas in vitro para detectar candidatos probidticos.
Los principales criterios para la seleccién de cepas probidticas son su tolerancia dcida y
biliar, supervivencia a través del tracto gastrointestinal, capacidad de adherirse al
tejido epitelial intestinal, colonizacién temporal, antagonismo frente a patégenos y
buenas propiedades tecnoldgicas (O’Sullivan, 2001; Tuomola, Crittenden, Playne,
Isolauri & Salminen, 2001). Finalmente, para la evaluacién de la seguridad de nuevos
aislados de lactobacilos probidticos, también se recomienda una evaluacién cuidadosa
de sus patrones de resistencia a los antibiéticos (Danielsen & Wind, 2003).

Muchos estudios informan de los efectos beneficiosos de los lactobacilos contra los
microorganismos patégenos como virus, bacterias y hongos. Para prevenir la
infeccidn, el huésped puede secretar varios metabolitos para mantener la homeostasis
del microbioma. Algunos lactobacilos muestran una accién sinérgica con el sistema
inmunoldgico al mantener la integridad de la barrera intestinal, al inhibir los
patdgenos alimentarios o al descomponer las toxinas producidas por algunos de ellos

(Turpin, Humblot, Thomas & Guyot, 2010).

=  Lactobacilos v mejora de la barrera intestinal

Aunque no se hayan demostrado claramente los mecanismos implicados, se ha
demostrado que los probidticos refuerzan la barrera intestinal y, por tanto, limitan la

infeccién por patdgenos. Por ejemplo, L. plantarum WCFS1 demostrd ser capaz de
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inducir genes implicados en la proliferacién celular en la mucosa intestinal de sujetos
sanos (Troost et al, 2008). Las uniones estrechas evitan la entrada de factores
potencialmente dafiinos del lumen gastrointestinal al tejido del epitelio. Las uniones
estan formadas por la organizacién de diferentes proteinas como ocludina, E-
cadherina y B-catenina. L. rhamnosus GG secreta dos proteinas capaces de reducir la
alteracién de la funcion de barrera inducida por H20:2 en las células Caco-2 (Seth, Yan,
Polk & Rao, 2008). También se ha demostrado que la cepa DSM 16698T de L. sobrius
previene el dafio a la barrera de la membrana de las células IPEC-1 al prevenir la
desfosforilacién de occludina causada por Escherichia coli K88 (Roselli et al., 2007). La
proteina Zonula occludens-1, que también participa en el ensamblaje de uniones
estrechas, aumenté cuando se co-incubd L. rhamnosus OLL2838 en células epiteliales
intestinales aisladas de ratones (Miyoshi, Okada, Uchimura & Satoh, 2006). MUC2 y
MUC3 son mucinas ileocoléonicas predominantes en humanos y los genes
correspondientes se expresan principalmente en el colon y el intestino delgado. Se ha
demostrado in vitro que L. plantarum 299v fue capaz de aumentar la sintesis de
ARNm de MUC2 y MUC3 en células HT-29 y que se inhibié la unién de la cepa
E2348/69 de E. coli en esas células (Mack, Michail, Wei, McDougall & Hollingsworth,
1999).

* Lactobacilos y exclusién competitiva

El principio de exclusién competitiva generalmente se define como un estado en el
que dos especies que compiten por los mismos recursos no pueden coexistir de manera
estable si otros factores ecoldgicos son constantes. Para unirse a la matriz intestinal,
los probidticos poseen diferentes proteinas directamente responsables de la adhesién
como las proteinas de unién al moco (Buck, Altermann, Svingerud & Klaenhammer,
2005), o proteinas del metabolismo central que también estdn involucradas en el
fenémeno de adhesion. Entre estas proteinas, se ha demostrado que algunas tienen
una funcién central en la glucélisis (Castaldo et al, 2009; Kinoshita et al,, 2008), y en
la sintesis de proteinas (Granato et al, 2004) y estas proteinas también se han
demostrado desempefiar un papel principal en la capacidad de unién de los
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lactobacilos. El hecho de que los lactobacilos se unan a la mucina puede favorecer la
eliminacién del patégeno. Por ejemplo L. johnsonii NCC 533, que es capaz de unir
mucina mediante la produccién de GroEl extracelular, promovié la agregaciéon de H.
pylori in vitro (Bergonzelli et al., 2006).

L. johnsonii NCC 533 es capaz de unirse a células Caco-2 y los dos componentes
principales de unién a carbohidratos identificados fueron gangliotatraosilceramida
glicolipido y oligomandsidos (Neeser et al, 2000). Esto sugiere que esta cepa podria
inhibir la adhesién de E. coli enterotoxigénica y enteropatégena (EPEC) que exhibe
una actividad de unién similar en el mismo sitio. La pre-incubacién de células Caco-2
con L. plantarum 299v también fue capaz de reducir la unién de EPEC E2348/69,
mientras que no se observd inhibicién cuando los probidticos se administraron
simultdneamente o después de la incubacién con EPEC (Michail & Abernathy, 2002).
Estos resultados sugieren que la ingestiéon regular de probidticos podria ayudar a
prevenir la adhesién de patogenos.

Varias especies de lactobacilos como L. gasseri, L. fermentum, L. vaginalis, L.
reuteri y L. salivarius se encontraron in vivo en la mucosa gastrica humana (Ryan et
al., 2008; Valeur, Engel, Carbajal, Connolly & Ladefoged, 2004). Sin embargo, no se
investigaron mecanismos de adherencia a la mucosa gastrica en estas cepas. Se
considera que la capacidad de sobrevivir en este entorno hostil es beneficiosa para los

seres humanos y puede inhibir H. pylori patégeno implicado en la colitis ulcerosa

(Gotteland, Brunser & Cruchet, 2006).

» Lactobacilos e inhibicién de hongos

Las propiedades antiftingicas y/o fungistaticas de los probidticos no deben ignorarse
ya que se han detectado hongos en algunas enfermedades como tulceras gastricas o
colitis. L. pentosus TV35b pudo producir una pentocina que inhibié Candida albicans
in vitro (Okkers, Dicks, Silvester, Joubert & Odendaal, 1999). Las cepas de L.
plantarum VTT E-78076 (E76) y VTT E-79098 (E98) mostraron una actividad
antifungica similar contra varias especies de Fusarium in vitro (Laitila, Alakomi,
Raaska, Mattila-Sandholm & Haikara, 2002; Niku-Paavola, Laitila, Mattila-Sandholm
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& Haikara, 1999). También se han demostrado amplias actividades anti-moho in vitro
por L. sanfrancisco CB1 y la inhibicién se atribuyd principalmente al dcido acético
incluso si otros compuestos influyen en él (Corsetti, Gobbetti, Rossi & Damiani, 1998).
Otro estudio reveld que L. casei subsp. rhamnosus GG también ha demostrado ser
capaz de reducir la colonizacién entérica de Candida en humanos, pero no se

investigaron los mecanismos (Manzoni, 2007).

=  Lactobacilos v actividad antiviral

Las infecciones por rotavirus son responsables de la deshidratacién grave o la
diarrea que causan 611.000 muertes en todo el mundo cada afio (Parashar, Gibson,
Bresee & Glass, 2006). El rotavirus es el patdgeno mas frecuente en la diarrea infantil
(Lorrot & Vasseur, 2007). Se han realizado muchos estudios con el objetivo de
disminuir la mortalidad, que afecta principalmente a los nifios. Un meta-analisis
revel6 que el consumo de probidticos es eficaz para reducir la intensidad y duracién
de los episodios infecciosos en pacientes que padecen diarrea (Allen, Okoko, Martinez,
Gregorio & Dans, 2004). Freitas et al (2003) mostraron que los sobrenadantes del
cultivo de L. casei DN-114 001 pudieron disminuir la infeccién de células HT-29 por
rotavirus en un 80% (Freitas et al, 2003). Estos autores sugieren que podria producirse
un factor soluble capaz de cambiar la glicosilacién o galactosilacién del receptor de
rotavirus en las células HT-29, dando como resultado diferentes conformaciones del
receptor de rotavirus en la superficie intestinal que pueden inhibir las infecciones por
virus (Freitas et al., 2003).

Los sorprendentes resultados de un estudio revelaron que la bacteriocina
bacST284BZ producida por L. paracasei ST284BZ tenia propiedades antivirales contra
el virus del herpes simple tipo 1 (Todorov et al, 2008). Sin embargo, los mecanismos
involucrados siguen siendo desconocidos, aunque algunos autores sugieren que las
bacteriocinas podrian facilitar la agregacién de particulas de virus, bloqueando asi los
sitios receptores en la célula huésped o inhibiendo reacciones clave en el ciclo de

multiplicacion (Wachsman et al, 2003).
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* Lactobacilos y propiedades antibacterianas

La mayoria de las BAL son capaces de sintetizar diferentes metabolitos como H20z,
bacteriocinas, acido acético, dcido lactico u éxido nitrico que son capaces de reducir el
crecimiento bacteriano (Hammes & Tichaczek, 1994). L. salivarius CECT 5713 es
capaz de producir acido L-lactico, dcido acético y H202 e inhibe el desarrollo in vitro
de Listeria monocytogenes Ohio y Klebsiella oxytoca CECT 860T (Martin et al., 2006).
El H2O: también puede inhibir muchos patégenos (Servin, 2004; Spiegel, 1991). Esta
capacidad se ha demostrado con sobrenadantes de L. johnsonii NCC533 o L. gasseri
CRL1421 que pueden inhibir el crecimiento de patdgenos, mientras que los
sobrenadantes tratados con catalasa no lo hicieron, lo que sugiere la implicacién del
H2O:2 (Otero & Nader-Macias, 2006; Pridmore, Pittet, Praplan & Cavadini, 2008).

El 4cido lactico es un metabolito inhibidor importante ya que puede permeabilizar
bacterias Gram-negativas in vitro y es responsable de un pH intracelular bajo
(Alakomi et al., 2000). Por ejemplo, L. acidophilus No 4356 produjo una gran cantidad
de 4cido lactico que inhibié completamente el crecimiento de H. pylori en un cultivo
mixto (Aiba, 1998). La actividad ureasa permitié que patdégenos como Yersinia
enterocolitica o H. pylori se desarrollaran en un ambiente de pH bajo, sin embargo,
los lactobacilos pudieron inhibir esta actividad mediante la produccién de acido
lactico (Aiba, 1998; Lavermicocca, Valerio, Lonigro, Di Leo & Visconti, 2008; Sgouras
et al, 2004).

El o6xido nitrico (NO) también puede inhibir el crecimiento bacteriano. Los
lactobacilos pueden aumentar la produccién de NO por los macréfagos o pueden
producirlo directamente in vitro, por ejemplo L. fermentum LF1 (Ivec et al, 2007;
Karahan, Cakmakgei, Cicioglu-Aridogan & Kart-Giindogdu, 2005; Morita, Yoshikawa,
Sakata, Nagata & Tanaka, 1997; Xu & Verstraete, 2001). Esta capacidad generalmente
se debe a una via de NO sintasa que oxida la L-arginina a L-citrulina y NO. Como esto
también podria conducir a la producciéon de compuestos de amina peligrosos, el
beneficio dependera del equilibrio entre la inhibicién de patégenos y la produccién de

aminas nocivas (Turpin et al, 2010).
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Muchas especies de las BAL son capaces de producir bacteriocinas con espectros de
accion especificos (Deegan, Cotter, Hill & Ross, 2005; Nes et al, 1996). Se reconoce
generalmente que las bacteriocinas son eficaces contra especies estrechamente
relacionadas. Las bacteriocinas se han estudiado ampliamente y existen dos bancos de
datos dedicados: BACTIBASE (Hammami, Zouhir, Ben Hamida & Fliss, 2007) y
BAGEL (de Jong, van Hijum, Bijlsma, Kok & Kuipers, 2006). Generalmente, las BAL
que producen bacteriocinas contienen el gen que codifica la propia bacteriocina, uno
o varios genes que permiten el transporte de este péptido, y finalmente un gen que le
confiere inmunidad. Por ejemplo, un mutante del gen que codifica la bacteriocina
Abpl18 en L. salivarius UCC118 da como resultado la pérdida de inhibicién de L.
monocytogenes, EGDe y LO28 in vivo. Los autores también revelaron que cuando L.
monocytogenes expres6 la proteina de inmunidad ABP118 heterdloga, se obtuvo el
mismo resultado, lo que indica que la bacteriocina ABP118 es responsable de la
inhibicién de L. monocytogenes (Corr et al, 2007). También se encontraron genes que
codifican plantaricina y pediocina en varios lactobacilos (Ben Omar et al, 2008; Omar
et al., 2006; Papagianni & Anastasiadou, 2009; Rojo-Bezares et al, 2008; Todorov,
2009).

A medida que se dispone de un numero cada vez mayor de datos gendémicos y
protedmicos sobre las BAL y la relacién entre la microbiota colénica y el estado del
hospedador a nivel metabdlico (Cani & Delzenne, 2009; Turnbaugh et al, 2006),
podriamos esperar comprender mejor algunos mecanismos subyacentes a los efectos
probidticos. Mas particularmente, los trabajos sobre analisis transcriptémico y
proteédmico de las BAL probidticas en modelos in vivo (Roy, Meyrand, Corthier,
Monnet & Mistou, 2008; Sonnenburg, Chen & Gordon, 2006) abren una via de
investigacién para identificar los genes involucrados en las funciones probidticas y

profundizar en estudios mds mecanicistas.
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2.3. Lactiplantibacillus pentosus (anteriormente Lactobacillus pentosus)

como candidata probi6tica

Las cepas de L. pentosus son bacterias versatiles, miembros del grupo de las BAL,
distribuidas de forma ubicua en la naturaleza (medio ambiente, membranas mucosas
de animales y humanos, asi como material vegetal) y estdn asociadas en gran medida
con alimentos fermentados y productos alimenticios (Todorov & Dicks, 2004).

De acuerdo con el enfoque de Presuncién Cualificada de Seguridad (QPS)
establecido por la Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA, 2008), algunas
especies de Lactobacillus tienen el estatus de “QPS” y podrian usarse como
probioticos, como L. acidophilus, L. plantarum'y L. pentosus entre 35 especies (EFSA,
2012, 2015), aunque se requiere una evaluacién de seguridad in vitro completa para
cada cepa destinada a ser utilizada en alimentos para asegurar la ausencia de
determinantes de virulencia y genes de resistencia a antibidticos transferibles.

La alta prevalencia de L. pentosus en aceitunas Alorefia naturalmente fermentadas
(Abriouel et al, 2012; Abriouel, Benomar, Lucas & Galvez, 2011) y aceitunas verdes
de mesa estilo espafiol (Maldonado-Barragin, Caballero-Guerrero, Lucena-Padrés &
Ruiz-Barba, 2011) y su historia prolongada de uso seguro en otros productos
fermentados son el origen de su merecida reputacién como cultivos iniciadores ideales
para la fermentaciéon (Anukam & Olise, 2012; Garrigues, Johansen & Crittenden,
2013; Giraffa, Chanishvili & Widyastuti, 2010; Holzapfel, 2002; Rodriguez-Goémez,
Romero-Gil, Garcia-Garcia, Garrido-Ferndndez & Arroyo-Loépez, 2014; Ruiz-Barba &
Jiménez-Diaz, 2012).

Como tales, L. pentosus 'y L. plantarum, frecuentemente aislados de aceitunas de
mesa fermentadas, se han caracterizado por sus propiedades probidticas y su papel
como cultivos iniciadores en la fermentacion de la aceituna (Abriouel er al, 2012a;
Blana, Grounta, Tassou, Nychas & Panagou, 2014; Grounta, Doulgeraki, Nychas &
Panagou, 2016; Hurtado, Reguant, Bordons & Rozes, 2010; Rodriguez-Gomez et al,
2014). Ademas, L. pentosus también exhibe propiedades probidticas (Izumo et al,

2011; Kotani et al, 2010), y al ser de origen vegetal, ha ganado mads atencién en la
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ultima década como una especie capaz de adaptarse a los tractos gastrointestinales y a
las condiciones ambientales cambiantes (Abriouel et al., 2012, 2017; Granato, Branco,
Nazzaro, Cruz & Faria, 2010; Montoro et al, 2016; Ranadheera, Baines & Adams,
2010), ademads de adaptarse a las preferencias dietéticas del organismo huésped.

Pérez Montoro et al (2016) realizaron un andlisis en profundidad de las
caracteristicas probidticas de 31 cepas de L. pentosus aisladas de la fermentacién de
aceitunas de mesa Alorefa (Abriouel et al,, 2012), mostrando que algunas cepas tienen
un futuro prometedor para ser utilizadas como probidticos en aceitunas de mesa u
otras matrices alimentarias. Las cepas de L. pentosusanalizadas mostraron una buena
capacidad de crecimiento y supervivencia en diferentes condiciones ambientales y
gastrointestinales, buena capacidad de autoagregacion y coagregacion con bacterias
patégenas, adherencia a los intestinos y células vaginales, actividad antagénica, y
ademas exhibieron diferentes propiedades funcionales determinando su eficacia no
solo en el tracto gastrointestinal sino también en matrices alimentarias (Pérez
Montoro et al., 2016).

Pérez Montoro et al. (2018) utilizaron la proteémica comparativa para estudiar los
mecanismos moleculares empleados por las cepas de L. pentosus para sobrevivir a los
acidos gastricos en condiciones estindar y de estrés acido. Las proteinas identificadas
como biomarcadores candidatos para la resistencia a los acidos en L. pentosus
incluyeron el factor de elongacién G vy la fosfoglicerato mutasa 2 dependiente de 2,3-
bisfosfoglicerato responsable de la biosintesis de proteinas y la produccién de energia
(proceso gluconeogénesis-glucolitico), respectivamente. No solo eran abundantes
constitutivamente en el proteoma del fenotipo resistente, sino que también se
producian en exceso después de la exposicién al acido. Ademas, las cepas de L.
pentosus pre-expuestas al dcido mostraron una mejor funcién probidtica, incluida una
mayor capacidad de autoagregacion, por medio de proteinas multifuncionales (como
el factor de elongacion G y el fosfoglicerato dependiente de 2,3-bisfosfoglicerato
mutasa 2 en el caso del fenotipo resistente) u otras proteinas no determinadas en el

estudio. Se puede concluir, por lo tanto, que la pre-exposicion de cepas probidticas de
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L. pentosus a acidos en el estdbmago o en matrices alimentarias, puede mejorar
estratégicamente su desempefio como probidtico y también como cultivo iniciador
(Pérez Montoro et al., 2018).

Pérez Montoro et al (2018) examinaron el proteoma de superficie de cepas
potencialmente probidticas de L. pentosus aisladas de aceitunas verdes de mesa
Alorefia fermentadas naturalmente (Abriouel er al, 2012; Montoro et al., 2016) para
determinar los mecanismos moleculares involucrados en su adhesién al moco. Por
primera vez, se identificaron proteinas que pueden servir como biomarcadores de
adhesion para discriminar cepas de L. pentosus con respecto a su potencial probiotico,
y ademas, exploraron si la interacciéon de las cepas de L. pentosus con la mucina
afectaba otras caracteristicas probioticas. Los resultados revelaron la presencia, en
cantidades mayores, de cuatro proteinas multifuncionales en L. pentosus CF1-43N,
con gran capacidad de adhesion. Los genes que codifican estas proteinas fueron
regulados positivamente en respuesta a la mucina en L. pentosus CF1- 43N con gran
capacidad de adhesidn, lo que indica claramente el papel significativo de los genes
nagB, greA, pgm'y shsp en la capacidad de adhesién de L. pentosus. Estas proteinas
estaban involucradas en la via glucolitica (PGM y GNPDA), la respuesta al estrés
(proteina de choque térmico pequefia) y la transcripcién (GreA). Por lo tanto, estas
proteinas podrian usarse como biomarcadores para la adhesién de las cepas de L.
pentosus 'y, probablemente, también para otros efectos probidticos, como la
coagregacion con patdgenos, que se incrementd después de la exposicién a la mucina

(Pérez Montoro et al., 2018).
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3. INTERACCION DE LOS PROBIOTICOS CON LA DIETA Y EL
HOSPEDADOR

3.1. Componentes alimenticios

Desde la teoria de la longevidad de Metchnikoff, la busqueda contintia para
comprender el papel de una amplia gama de componentes alimenticios y nutrientes
para mejorar la salud o prevenir enfermedades crénicas. La investigacién en este
campo ha dado como resultado una gran cantidad de nuevas etiquetas para alimentos
que han indicado beneficios distintos y dichos alimentos se denominan alimentos
funcionales (Webb, 2011). El concepto de alimentos funcionales enfatiza que los
alimentos no solo son vitales para ganarse la vida, sino que también juegan un papel
en la prevencién y reduccidén de los factores de riesgo de varias enfermedades y
también son capaces de mejorar ciertas funciones fisioldgicas vitales. Los alimentos
funcionales también proporcionan al cuerpo la cantidad requerida de vitaminas,
grasas, proteinas, carbohidratos, etc. (Cencic & Chingwaru, 2010).

El papel principal de la dieta es proporcionar suficientes nutrientes para cubrir los
requerimientos metabdlicos mientras brinda al consumidor una sensacién de
satisfaccién y bienestar. Sin embargo, el conocimiento reciente respalda la hipétesis de
que, mas alld de satisfacer las necesidades nutricionales, la dieta puede modular varias
funciones fisiolégicas y puede desempefiar funciones perjudiciales o beneficiosas en
algunas enfermedades (Koletzko et al, 1998). Existe el umbral de una nueva frontera
en las ciencias de la nutricién y, de hecho, al menos en el mundo occidental, los
conceptos de nutricion se estan expandiendo desde el énfasis pasado en la
supervivencia, la satisfaccién del hambre y la prevencién de efectos adversos a un
énfasis en el uso de alimentos para promover un estado de bienestar, mejorar la salud
y reducir el riesgo de enfermedades. Estos conceptos son particularmente importantes
a la luz del costo creciente de la atenciéon médica, el aumento constante de la

esperanza de vida y el deseo de las personas mayores de una mejor calidad de vida

(Roberfroid, 2000).
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Histéricamente, el estado nutricional de las poblaciones se ve afectado por una alta
ingesta de azucares, sal, dcidos grasos saturados y trans, una baja ingesta de fibras,
vitaminas y minerales esenciales. Estos habitos son los principales causantes de
problemas de enfermedades créonico-degenerativas no transmisibles. Por lo tanto, para
reducir el riesgo de dichas enfermedades, se ha propuesto el desarrollo de nuevos
productos alimenticios que contengan sustancias biolégicamente activas (Roberfroid,
2002). De acuerdo con la definicién aceptada en todo el mundo, los alimentos
funcionales se acufian para describir alimentos o nutrientes cuya ingestién conduce a
cambios fisioldgicos importantes en el cuerpo que son separados y distintos de los
asociados con su funciéon como nutrientes (Daniel Granato, Branco, Cruz, Faria &
Shah, 2010).

Todos los alimentos son funcionales en algin nivel fisioldgico porque proporcionan
nutrientes u otras sustancias que proporcionan energia, sostienen el crecimiento o
mantienen/reparan procesos vitales. Sin embargo, los alimentos funcionales van mas
alld de estas necesidades y brindan beneficios adicionales para la salud que pueden
reducir el riesgo de enfermedades y/o promover una salud éptima. Los alimentos
funcionales incluyen alimentos convencionales, alimentos modificados (fortificados,
enriquecidos o mejorados), alimentos médicos y alimentos para dietas especiales
(Hasler & Brown, 2009).

Los alimentos funcionales son aquellos que contienen 1 o mds compuestos que
brindan funciones importantes o limitadas en el organismo, promoviendo el bienestar
y la salud, o para una reduccién del riesgo y proteccion de la hipertension, diabetes,
cancer, osteoporosis y enfermedades cardiacas (Arihara, Nakashima, Ishikawa & Itoh,
2004). Estos alimentos generalmente contienen uno o mds compuestos beneficiosos
como prebidticos, probidticos, polifenoles y esteroles antioxidantes, carotenoides y
otros (Andlauer & Fiirst, 2002; Granato, Branco, Nazzaro, Cruz & Faria, 2010; Shah,
2001).
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Usando las regulaciones de la Administraciéon de Drogas y Alimentos de los Estados

Unidos como modelo, Hasler & Brown (2009) categorizaron los alimentos funcionales

de acuerdo con sus propiedades:

(i)

Los alimentos convencionales, que son alimentos integrales sin modificar o
alimentos convencionales, como frutas y verduras, representan la forma mads
simple de alimento funcional. Por ejemplo, los tomates, las frambuesas, la col
rizada o el brdcoli se consideran alimentos funcionales porque son ricos en
componentes bioactivos como licopeno, acido eldgico, luteina y sulforafano,

respectivamente.

Los alimentos modificados son alimentos funcionales que incluyen aquellos
que han sido modificados mediante fortificacién, enriquecimiento o mejora.
Estos incluyen jugo de naranja fortificado con calcio (para la salud de los
huesos), panes enriquecidos con folato (para un desarrollo fetal adecuado) o
alimentos enriquecidos con componentes bioactivos, como las margarinas que
contienen estanoles vegetales o ésteres de esteroles (para reducir el colesterol
alto) y bebidas mejoradas con ingredientes que promueven la energia,

comercializados para los consumidores, como ginseng, guarana o taurina.

(iii) Un alimento médico representa un alimento que estd formulado para ser

consumido o administrado por via enteral bajo la supervisién de un médico y
que estad destinado al manejo dietético especifico de una enfermedad o afeccién
para la cual los requisitos nutricionales distintivos estan establecidos por
evaluacién médica. Los ejemplos de alimentos médicos incluyen suplementos
orales en forma de férmulas de fenilcetonuria sin fenilalanina y formulaciones

para diabéticos, renales y hepaticos.

(iv) Por tultimo, los alimentos para dietas especiales tienen un uso particular para el

cual un alimento pretende o se representa para ser utilizado, que incluye, entre
otros, los siguientes: suplir una necesidad dietética especial que existe debido a

una condicidn fisica, fisioldgica o patoldgica; suministrar una vitamina, mineral

59



INTRODUCCION

u otro ingrediente para que los humanos los utilicen como complemento de la
dieta aumentando la ingesta dietética total; suplir una necesidad dietética
especial por ser alimento para uso como unico elemento de la dieta. Ejemplos
de tales alimentos incluyen alimentos para bebés, alimentos hipoalergénicos
como alimentos sin gluten y alimentos sin lactosa, y alimentos ofrecidos para
bajar de peso.

El objetivo final de una intervencion dietética probidtica es tener un efecto positivo
en la salud de la poblacién objetivo. Esto podria lograrse mediante diferentes acciones,
como la modulacién de las respuestas inmunoldgicas, la mejora del estado nutricional
del huésped o las derivadas de la modulacién de la microbiota intestinal. Durante
muchos afios, se aceptd en general que la mayoria de los efectos probioticos deseados
se asociaron con cambios ecoldgicos microbianos en el intestino (Sanchez et al., 2017).

Entre los alimentos cuyas supuestas declaraciones de propiedades saludables han
sido ampliamente promocionadas en los medios de comunicacién durante los ultimos
aflos, se destacan los que contienen cepas probidticas (Lourens-Hattingh & Viljoen,
2001). El sector lacteo, que estd fuertemente vinculado a los probidticos, es el mercado
de alimentos funcionales mas grande y representa casi el 33% del mercado en general
(Leatherhead Food International, 2006). Ademas, en los ultimos afios, el consumo per
capita de yogur ha aumentado drasticamente porque muchos consumidores asocian el
yogur con la buena salud (Hekmat & McMahon, 1992).

En la industria alimentaria se han empleado diferentes especies de
microorganismos probioticos, como Lactobacillus acidophilus, L. casei, L. johnsonii, L.
rhamnosus, L. thermophilus, L. reuteri, L. delbrueckii subsp. bulgaricus,
Bifidobacterium bifidum, B. longum, B. brevis, B. infantis y B. animalis (Knorr, 1998).
Lactobacillus delbrueckii spp. bulgaricus'y Streptococcus thermophilus se encuentran
en una serie de preparaciones, como yogures tradicionales, yogures congelados y
postres en algunos lugares (Senok, 2009). Es importante enfatizar que se han probado
otras bacterias para verificar el potencial probidtico, como Lactococcus lactis ssp.

cremoris, Leuconostoc mesenteroides ssp. dextranicum, Lactococcus lactis ssp. lactis,
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Saccharomyces boulardii y Pediococcus acidilactici, entre otros. Es discutible si los
cultivos iniciadores de yogur (S. thermophilusy L. delbrueckii ssp. bulgaricus) deben
considerarse probidticos (Pestka, Ha, Warner, Lee & Ustunol, 2001; Tejada-Simon,
Lee, Ustunol & Pestka, 1999). Es importante mencionar que estas bacterias deben estar
presentes en un alimento lacteo a un nivel minimo de 10® UFC/g o la ingesta diaria
debe ser alrededor de 108 UFC/g, con el objetivo de compensar la posible reduccién en
el numero de los microorganismos probioticos durante el paso por el intestino (Shah,
2007).

Los productos licteos son los transportadores de alimentos mas utilizados para la
entrega de probidticos. Una amplia gama de productos licteos probidticos estd
disponible en diferentes mercados; los ejemplos tipicos incluyen leche pasteurizada,
helado, leche fermentada, quesos y leche en polvo para alimentos de bebés. El yogur
es el ejemplo cldsico de leche fermentada probidtica. Las etapas de fabricacion del
yogur probidtico son muy similares al yogur "clasico”, pero el tiempo de fermentacion
es un poco mas largo en comparacién con el producto "clasico” (Tamime et al, 2005).
Debido a su acidez limitada, bajo nivel de oxigeno, alto contenido de lipidos y baja
temperatura de almacenamiento, el queso también parece ser un portador adecuado
para transportar bacterias probidticas vivas (Grattepanche, Miescher-Schwenninger,
Meile & Lacroix, 2008). Por ejemplo, los probidticos L. paracasei y L. rhamnosus GG
se han utilizado en la fabricaciéon de queso cheddar y requesén. Por lo general, las
bacterias probidticas se introducen en el queso como cultivos adjuntos junto con los
cultivos iniciadores lacticos (Tamime et al., 2005).

El consumo de leche fermentada que contiene multiples cepas probidticas condujo
al enriquecimiento de enzimas que catalizan carbohidratos en propionato tanto en
gemelos monocigéticos como en ratones gnotobidticos que contienen una comunidad
modelo de microbiota humana (McNulty et al, 2011).

Aunque se ha demostrado ampliamente que los productos lacteos fermentados son
las mejores matrices para administrar probiéticos, existe una creciente evidencia de la

posibilidad de obtener alimentos probidticos a partir de matrices no lacteas.
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Recientemente, se han investigado varias materias primas (como cereales, frutas y
verduras) para determinar su idoneidad para disefiar nuevos alimentos probiéticos no
lacteos (Rivera-Espinoza & Gallardo-Navarro, 2010).

Existe un interés creciente en el desarrollo de productos probidticos no licteos
debido a la aparicién del vegetarianismo, la intolerancia a la lactosa, la colesterolemia
y la alergia (Granato, Branco, Nazzaro et al, 2010; Ranadheera et al, 2010).
Recientemente, varias investigaciones se centraron en la seleccién de probiéticos no
lacteos, especialmente de verduras, frutas y cereales (Martins et al, 2013; Peres, Peres,
Hernidndez-Mendoza & Malcata, 2012). De esta forma, las aceitunas de mesa Alorefia
fermentadas espontdneamente se consideran una fuente natural de microorganismos
activos y viables (BAL y levaduras) (Abriouel, Benomar, Lucas et al, 2011) y un
vehiculo prometedor de BAL probidticasa partir de las pruebas preliminares (Abriouel
et al, 2011, 2012). Ademads, algunos estudios demostraron que las especies de
Lactobacillus se adhieren eficazmente a la superficie de las aceitunas durante el
almacenamiento como biopeliculas que protegen a los frutos de la alteracién y
colonizacién por microorganismos plancténicos indeseables como los hongos (Faten et
al,, 2016). Ademas de su valor nutricional (dcidos grasos insaturados, fibra, vitaminas,
minerales, flavonoides y polifenoles), la presencia de BAL probidticas capaces de
sobrevivir durante el almacenamiento aporta un valor afiadido a la aceituna de mesa
Alorefia. Ademads, la fortificacion de aceitunas previamente fermentadas con los
supuestos lactobacilos probidticos autéctonos puede ser una buena estrategia debido a
la adherencia de los lactobacilos a la superficie de los frutos que son el alimento real
finalmente ingerido por los consumidores (Rodriguez-Gémez, Romero-Gil, Garcia-
Garcia, Garrido-Ferndndez & Arroyo-Ldpez, 2014).

Los alimentos fermentados de origen vegetal se han considerado cada vez mds
como vectores para la incorporacidén de cultivos probidticos (Soccol et al, 2010),
siguiendo el conocimiento mundial bien establecido en la fabricacién de vegetales
fermentados a través de las BAL. A pesar de que la mayoria de las cepas probidticas

empleadas comercialmente se originan en el tracto gastrointestinal (Haller et al,
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2001), las matrices vegetales pueden constituir una fuente alternativa de probioticos.
Desafortunadamente, solo unos pocos cultivos probidticos usados con éxito en
productos lacteos exhiben viabilidades aceptables en matrices de plantas en el
momento del consumo. Por lo tanto, el cribado de cepas de BAL de origen vegetal en
busca de posibles caracteristicas probidticas puede ayudar a superar estos desafios
tecnologicos (Karasu, $Simsek & Con, 2010).

La mayoria de las superficies de las plantas en la naturaleza estdn ocupadas por
microbiota productora de dacido lactico que cambia gradualmente durante la
fermentacién, con una tendencia a que las especies de Lactobacillus se vuelvan
predominantes (Kamble & Pathade, 2010). Sin embargo, numerosos factores (por
ejemplo, la acidez, la concentracién de sal y el tipo de planta en si) influyen en el
desarrollo y crecimiento de las BAL (Fleming & McFeeters, 1981). En los ultimos
tiempos, se han probado cultivos potencialmente probidticos de Lactobacillus para la
fermentacidn de aceitunas de mesa; cepas especificas de BAL toleran la acidez y la
salinidad relativamente altas de las verduras fermentadas, por lo que pueden adherirse
eficazmente a la superficie de la aceituna. Esta "probioticacion" de la aceituna puede
ayudar a mejorar los procesos de fabricacién y almacenamiento al extender la vida util
y mantener las propiedades sensoriales deseadas, ademas de ofrecer resultados
beneficiosos para la salud de los consumidores (Peres, Peres, Hernandez-Mendoza &
Malcata, 2012).

La fermentacién es el método biotecnolégico mas antiguo para conservar vegetales;
es responsable de muchas caracteristicas alimentarias favorables, por ejemplo sabor,
vida util y textura (Cetin, 2011). La elaboracién de verduras fermentadas se ha
aprovechado tradicionalmente de la microbiota beneficiosa que se establece
espontdneamente sobre el material vegetal; las BAL responsables de la fermentacién
del material vegetal suelen pertenecer a los géneros Leuconostoc, Lactobacillus y
Pediococcus (Chiu, Tsai, Hsih & Tsen, 2007; Fleming & McFeeters, 1981).
Higashikawa et al (2010) concluyeron que algunas BAL de origen vegetal son tan

resistentes (o incluso mds que) que las BAL de origen animal a los jugos gastricos
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artificiales y la bilis. Por lo tanto, estas bacterias parecen probidticos prometedores
para el consumo humano.

Debido al creciente interés mencionado anteriormente en los probidticos de
fuentes alternativas, los esfuerzos se han centrado en aislar BAL con caracteristicas
potencialmente probidticas de vegetales fermentados (por ejemplo, aceitunas, pepino,
rabano y chucrut). De hecho, estudios previos han identificado bacterias productoras
de bacteriocinas a partir de chucrut - producciéon de nisina por Lactococcus lactis
(Harris, Fleming & Klaenhammer, 1992), pepinos - plantaricina C19 contra Listeria
grayi IP 6818 (Atrih, Rekhif, Milliere & Lefebvre, 1993) y aceitunas - compuestos
similares a bacteriocinas contra Weissella mesenteroides y bacteriocinas de
Lactobacillus plantarum contra bacterias Gram-positivas y negativas (Delgado, Brito,
Peres, Noé-Arroyo & Garrido-Fernandez, 2005; Mourad & Nour-Eddine, 2006). Las
pruebas in vivo han abarcado la cepa MP12 de Pediococcus pentosaceus y la cepa
LAP6 de L. plantarum, previamente aisladas de repollo en escabeche, con respecto a
su actividad antagonista contra Sa/lmonella spp. en ratones (Chiu, Tsai, Hsih & Tsen,
2008); ambas cepas fueron capaces de adherirse y sobrevivir en el epitelio intestinal
del ratén, donde mostraron un fuerte efecto antagénico. Incluso cepas de BAL aisladas
de encurtidos vegetales fermentados han sido efectivas para mejorar las alergias de
tipo 1, mediante la mejora del equilibrio Th1/Th2 (células T auxiliares) y la
disminucién de la produccién de Ig E (Masuda, Kimura, Okada & Yasui, 2010). Estos
hallazgos sugieren que cepas especificas de BAL recolectadas de fermentaciones
espontdneas de plantas son muy prometedoras como probidticos; también se ha
sugerido que las tasas de supervivencia de las cepas probiodticas BAL en vegetales
fermentados (por ejemplo, aceitunas de mesa y alcachofas) son bastante comparables o
incluso superiores a las de los probidticos de origen lacteo (Ranadheera et al., 2010).

De particular interés con respecto a la fermentacién de alimentos es el caso de las
aceitunas de mesa, que sigue siendo una de las industrias alimentarias mds importantes
de la cuenca mediterrdnea, siendo Espafia, Italia, Grecia, Portugal y Francia los

principales productores (Ann Patterson, Josling Professor & Fellow, 2005). A pesar de
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sus impactos economicos locales y globales, la mayor parte de la salmuera de aceitunas
todavia se realiza siguiendo practicas artesanales, con un grado moderado de
innovacién tecnoldgica. Sin embargo, la singularidad de las aceitunas fermentadas las
ha convertido en ingredientes ineludibles de recetas gourmet y excelencia
gastronémica (Peres et al, 2012).

Hay tres categorias principales de aceitunas de mesa comerciales: verde o estilo
espafiol (sevillano), ennegrecidas o estilo californiano y negras naturales o estilo
griego. La elaboracién de aceitunas verdes incluye el tratamiento con hidréxido de
sodio y fermentacién en salmuera; el método californiano comprende un tratamiento
con lejia y sal de hierro, seguido de oxidaciéon de aceitunas mediada por aire; y el
método de estilo griego incluye una fermentacién natural en salmuera,
complementada con oxidacién mediada por aire para mejorar el color (Pereira,
Pereira, Bento & Estevinho, 2008).

La fermentacién de aceitunas de mesa verdes y negras es tipicamente un proceso
espontdneo en el que coexisten BAL y levaduras. Las BAL que se encuentran en las
aceitunas pertenecen predominantemente a especies como L. plantarum, L. casei, L.
mesenteroides y P. pentosaceus (Randazzo, Restuccia, Romano & Caggia, 2004),
mientras que las levaduras incluyen principalmente Pichia membranaefaciens, Pichia
fermentans, Saccharomyces cerevisiae, Candida oleophila, Candida silvae 'y
Cystofilobasidium capitatum (Nisiotou, Chorianopoulos, Nychas & Panagou, 2010; T.
Silva er al, 2011).

Recientemente, se ha experimentado un cambio de interés por las cepas que se
volvieron preferidas por sus caracteristicas probidticas. Una nueva frontera
denominada tentativamente ‘"ortobidtica', o gastronomia vegetal probidtica
(Perricone, Bevilacqua, Corbo & Sinigaglia, 2010) ha revelado a las aceitunas como un
candidato prometedor. Los estudios in vitro han indicado que algunas de las cepas
BAL aisladas de aceitunas de mesa en salmuera pueden adherirse a las células
epiteliales de yeyuno porcino IPEC-]J2 (Bevilacqua, Altieri, Corbo, Sinigaglia &

Ouoba, 2010) y producir metabolitos antimicrobianos (es decir, bacteriocinas) que
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inhiben Helicobacter pylori, Propionibacterium spp.y Clostridium perfringens (Brito
et al, 2007; Cross, 2002; Delgado et al, 2005; Ruiz-Barba, Cathcart, Warner &
Jiménez-Diaz, 1994; Ruiz-Barba, Caballero-Guerrero, Maldonado-Barragain &
Jiménez-Diaz, 2010). Dichos estudios también indicaron que esas cepas pueden resistir
un pH bajo, asi como sobrevivir en presencia de bilis en concentraciones similares a
las que prevalecen en el duodeno (Mokhbi, Kaid-Harche, Lamri, Rezki & Kacem,
2009; Mourad & Nour-Eddine, 2006). Por lo tanto, se espera que el potencial
probidtico aumente en gran medida el ya importante valor nutricional de las aceitunas
de mesa e, originariamente debido a que son fuente de fibra, acidos organicos,
vitaminas y minerales. El desarrollo de productos de aceitunas probidticos puede tener
un impacto economico favorable (Peres et al., 2012).

Una nueva generacién de alimentos saludables estd ganando importancia estos
ultimos afos, y las funciones de cultivo iniciador y probidtico que surgen de una serie
de rasgos fisiologicos y metabdlicos de los cocultivos de las BAL deben combinarse
para garantizar el mejor efecto posible sobre el alimento de origen vegetal.
Especificamente en el caso de las aceitunas de mesa obtenidas mediante el
enriquecimiento con probidticos, deben realizarse estudios comparativos que se
centren en los efectos sobre la salud derivados de los componentes funcionales de la
aceituna y cepas probioticas. Los estudios futuros deberian recopilar datos para evaluar
definitivamente (por ejemplo, mediante estudios in vivo) si las bacterias vivas y la
matriz alimentaria poseen componentes beneficiosos que mejoran significativamente
la salud de los consumidores. Si este es el caso, se pueden proponer declaraciones de
propiedades saludables, como seguramente sucedera con ciertos tipos de aceitunas de

mesa, que eventualmente pueden ganar el estatus de alimentos probidticos (Peres et

al, 2012).

3.2. Microbioma intestinal

El cuerpo humano alberga mds de un trillon de microorganimos (Johnson &

Versalovic, 2012). En particular, los seres humanos tienen una microbiota intestinal
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compleja formada por microorganismos de los tres dominios: Archaea, Bacteria y
Eukarya (Donaldson, Lee & Mazmanian, 2016). La microbiota intestinal se forma
inicialmente con el contacto con la microbiota vaginal maternal durante el
nacimiento (Dominguez-Bello et al, 2010) y se va modificando debido a varios
factores como la dieta (la leche materna juega un papel crucial al transmitir la
microbiota de la leche al bebé (Fernidndez et al, 2013), el desarrollo del sistema
inmune, la exposicién a quimicos y los efectos de los colonizadores iniciales que
tienen consecuencias a largo plazo en el establecimiento de la microbiota (Donaldson
et al, 2016).

La microbiota intestinal adulta estd formada por cientos de miles de especies,
principalmente pertenecientes a los filos Bacteroidetes y Firmicutes (Huttenhower et
al, 2012), y su composicion es parcialmente estable: tras perturbaciones como un
tratamiento antibidtico, la diversidad de la microbiota intestinal disminuye, pero tras
un periodo de recuperacion se restablece la diversidad inicial (Dethlefsen & Relman,
2011). La composicién de la microbiota es diferente a lo largo del tracto
gastrointestinal: el intestino delgado, el ciego y el intestino grueso tienen variaciones
fisiolégicas como el gradiente de pH, de oxigeno y la carga de antimicrobianos (sales
biliares, por ejemplo) que influyen en dicha composicién (Figura 3).

Por ejemplo, el intestino delgado es un entorno muy acidico con altos niveles de
sales biliares y oxigeno, por lo que estin presentes microorganismos anaerobios
facultativos de rapido crecimiento que toleran estas condiciones, como son las familias
Lactobacillaceae y Enterobacteriaceae (Donaldson et al,, 2016; Gu, Chen, Zhang, Lv &
Wang, 2013). Las comunidades microbianas en el intestino delgado han recibido
mucha menos atencién que la microbiota del colon, pero es probable que se vean
proporcionalmente mucho mads afectadas tras el consumo de probidticos (Booijink,

Zoetendal, Kleerebezem & de Vos, 2007).
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Dominant gut phyla:

Bacteroidetes, Firmicutes, Actinobacteria, Proteobacteria, Verrucomicrobia

Predominant families in the:
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Figura 3. Habitats microbianos en el tracto gastrointestinal inferior humano. Fuente:
Donaldson et al. (2016)

La microbiota intestinal realiza una serie de funciones protectoras, estructurales y
metabdlicas esenciales para la salud del huésped, incluido (i) el mantenimiento de la
barrera epitelial, (ii) el procesamiento de alimentos incluida la digestiéon de
polisacaridos complejos no digeribles por el huésped, (iii) la inhibicién de la adhesién
de patdgenos a las superficies intestinales, (iv) la modulacién y la apropiada
maduracién del sistema inmune,y finalmente, (v) la sintesis de diferentes metabolitos
como las vitaminas y los acidos grasos de cadena corta (Grenham, Clarke, Cryan &
Dinan, 2011; Neish, 2014; Sdnchez et al., 2017; Trompette et al, 2014).

Los metabolitos producidos por el microbioma intestinal son de naturaleza
hormonal y ejercen una accién directa sobre la mucosa intestinal y el sistema nervioso
entérico (SNE). Sin embargo, esta produccién metabolica tiene un alcance mucho mas
alla del compartimento gastrointestinal local, ya que estos metabolitos se liberan en el
torrente sanguineo y actdan en sitios distales. El objetivo de estas sustancias no es solo
el SNE local, sino muchos otros érganos, incluido el cerebro (Clarke et al, 2014). Por

lo tanto, considerando la capacidad de influir en la funcién de los 6rganos y sistemas
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distales, en muchos aspectos, la microbiota intestinal se asemeja a un érgano
endocrino (Evans, Morris & Marchesi, 2013; Forsythe, Sudo, Dinan, Taylor &
Bienenstock, 2010). La microbiota también desempefia un papel indirecto en la
regulaciéon de redes endocrinas complejas. Ademads, miembros especificos de la
comunidad microbiana en general pueden responder a las hormonas secretadas por el
huésped (Freestone, Sandrini, Haigh & Lyte, 2008; Lyte, 2004). Su capacidad de
funcionar como un colectivo para influir en otros 6rganos dentro del huésped y, a su
vez, responder a las secreciones de otros drganos del huésped satisface las condiciones
mads importantes de cualquier definicién conceptual de un 6rgano (Lyte, 2010).

A diferencia de otros sistemas u Organos endocrinos, que secretan Como
mdaximo un pequefio nimero de agentes humorales, la microbiota intestinal tiene el
potencial de producir cientos de productos (Russell, Duncan & Flint, 2013), y muchas
de las hormonas producidas por la microbiota también son neurotransmisores dentro
del sistema nervioso central (SNC). Por ejemplo, el dcido gamma-aminobutirico
(GABA), el transmisor inhibitorio mas importante en el cerebro, es producido por
varios lactobacilos (Barrett, Ross, O’Toole, Fitzgerald & Stanton, 2012), mientras que
las monoaminas como la noradrenalina, la dopamina y la serotonina también son
producidas por ciertas cepas de bacterias (Lyte, 2011, 2013).

En cuanto al metabolismo, el rango endocrino de la microbiota intestinal
puede explicar al menos parcialmente los vinculos entre esta comunidad microbiana y
el desarrollo de obesidad, enfermedades cardiovasculares y sindromes metabdlicos
(Tremaroli & Backhed, 2012). Por ejemplo, Bickhed er al. (2004) mostraron que los
ratones criados en ausencia de microorganismos, denominados libres de gérmenes
(GF), tenian menos grasa corporal total que los ratones criados convencionalmente, a
pesar del hecho de que los animales GF tenian una mayor ingesta caldrica (Figura 4A).
Curiosamente, los ratones GF muestran un fenotipo obeso al recibir un trasplante de
microbiota de ratones obesos (Turnbaugh et al, 2006; Turnbaugh, Bickhed, Fulton &

Gordon, 2008) y pierden peso al recibir una transferencia de microbiota de animales
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que habian mostrado una pérdida de peso rapida después de una cirugia de bypass

gastrico (Figura 4B) (Liou et al, 2013).
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Microbiota
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& L 2
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Figura 4. La microbiota intestinal y el metabolismo del huésped. A: los animales GF
estdn protegidos de la obesidad inducida por una dieta alta en grasas. B: los animales GF
adoptan el fenotipo del donante de microbiota. Fuente: Clarke et al. (2014)

Se ha demostrado que los probidticos reducen el tamafo de los adipocitos en
diferentes depdsitos adiposos (Sato et al, 2008; Takemura, Okubo & Sonoyama, 2010),
lo que se considera un parametro importante para evaluar su potencial antiobesidad.
Los supuestos mecanismos presentados son el aumento de la excrecién fecal de
esteroles neutros y los dcidos biliares, la disminucién de la absorcién linfatica de
triglicéridos, fosfolipidos y colesterol (Hamad et al, 2009), o el aumento de la lipdlisis
(Kadooka, Ogawa, Ikuyama & Sato, 2011).

Sin embargo, es importante reconocer que la obesidad es probablemente
multifactorial, con mecanismos centrales y periféricos subyacentes a su patogénesis,
incluida la disfuncién hipotalamica (Schellekens, Finger, Dinan & Cryan, 2012).
Actualmente no esta claro si el control del SNC de la ingesta de alimentos estd sujeto a

influencias microbianas, endocrinas o de otro tipo, en los centros cerebrales relevantes
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(Cryan & Dinan, 2012). Se requieren estudios futuros orientados a identificar genes
microbianos importantes en lugar de centrarse unicamente en caracterizar la
composicién de la microbiota intestinal para describir con mayor precisiéon el
microbioma obeso y predecir su respuesta después de la intervencién terapéutica
(Clarke et al, 2014).

La capacidad de la microbiota intestinal para influir en el cerebro y el
comportamiento se considera una nueva frontera de investigacién (Collins, Surette &
Bercik, 2012; Cryan & Dinan, 2012). Por ejemplo, las concentraciones circulantes de
triptéfano, el precursor de aminoacidos de la molécula de senalizaciéon 5-HT, parecen
estar bajo la influencia de la microbiota intestinal (Clarke et al, 2014). E1 5-HT es un
neurotransmisor clave en el eje intestino-cerebro, tanto a nivel de SNE (Mawe &
Hoffman, 2013) como en el SNC (Ruddick er al, 2006). Ademas, su repertorio
fisiologico es extenso con una distribucién generalizada de receptores y se extiende a
la funcién cardiovascular, incluida la regulacién de la presidon arterial (Watts,
Morrison, Davis & Barman, 2012), el control de la vejiga y la agregacién plaquetaria
(Watts et al, 2012).

Los estudios en animales GF indican que la disponibilidad periférica de triptéfano
en la circulaciéon, critica para la sintesis de 5-HT del SNC, esta regulada por la
microbiota intestinal, y estas concentraciones elevadas de triptéfano en plasma
pueden normalizarse después de la colonizacién intestinal de los animales GF (Clarke
et al., 2013). Por ejemplo, el aumento de triptéfano es posible tras la administraciéon
del probidtico Bifidobacterium infantis (Desbonnet, Garrett, Clarke, Bienenstock &
Dinan, 2008). Aun no estd claro el mecanismo que sustenta la regulaciéon de las
concentraciones circulantes de triptéfano por las bacterias en nuestro intestino, pero
puede implicar el control sobre la degradacién del triptéfano junto con una ruta
metabdlica alternativa y fisiolégicamente dominante: la via de la kinurenina
(Schwarcz, Bruno, Muchowski & Wu, 2012; Stone, Stoy & Darlington, 2013).
También ciertas bacterias son capaces de biosintetizar el triptéfano a través de

enzimas como la triptéfano sintasa (Raboni, Bettati & Mozzarelli, 2009; Yanofsky,

71



INTRODUCCION

2007) mientras que algunas cepas bacterianas también son competentes en la
produccién de serotonina a partir de triptéfano, al menos in vitro (Jiménez et al,
2013; Lyte, 2011; Shishov, Kirovskaya, Kudrin & Oleskin, 2009).

No solo la microbiota intestinal tiene capacidad para influir en el cerebro, sino que
también tiene capacidad para responder potencialmente a las secreciones hormonales
del huésped. Por ejemplo, las elevaciones en las concentraciones de noradrenalina
después del estrés agudo pueden estimular el crecimiento de Escherichia coli
comensal no patdgena (Freestone et al, 2002), asi como otras bacterias Gram-
negativas (Lyte & Ernst, 1992). Ademas, estudios preclinicos sugieren la presencia de
microorganismos con la capacidad de influir en trastornos psiquidtricos como la
depresion y la ansiedad (Dinan & Cryan, 2013; Park et al, 2013). Claramente, la
conversacion entre el huésped y el microbioma intestinal es compleja, y no debemos
considerar la contribucién de ninguno de los dos de forma aislada.

Para entender mejor el microbioma intestinal, es importante conocer su
distribucién dentro del intestino. Varios factores influyen en esta distribucién, como
la dieta, los antimicrobianos, el mucus, la adherencia y el sistema inmunitario del
huésped (Donaldson et al, 2016).

En cuanto a la dieta, es probable que el metabolismo bacteriano en el intestino
contribuya a la localizacién de grupos particulares de microorganismos. Los acidos
grasos y los carbohidratos simples de los alimentos se absorben y agotan durante el
transito a través del intestino delgado, por lo que es necesaria la fermentacién de
polisacaridos complejos para mantener el ecosistema bacteriano del intestino. Son
estos polisacaridos derivados de la dieta los que controlan la composicién de la
comunidad microbiana en la luz del colon (Donaldson et al, 2016). Un estudio en
humanos, basado en cambios entre dietas de origen vegetal y animal, mostré que el
microbioma cambia abruptamente con la dieta (David et al, 2014); sin embargo, este
efecto es reversible, por lo tanto estos cambios son adaptaciones transitorias del
ecosistema mediante el desarrollo de especies concretas en el lumen, mientras que el

reservorio bacteriano de la mucosa permanece sin cambios.
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A diferencia de las condiciones variables en lumen intestinal, los mamiferos
mantienen un equilibrio de nutrientes mds consistente en la mucosa, que sirve como
un factor de seleccién positivo estable para ciertas especies de bacterias. La
degradaciéon del mucus y el metabolismo por microorganismos intestinales
proporciona acceso a nichos espaciales privilegiados y, por lo tanto, una ventaja
competitiva sobre otras especies (Donaldson et al, 2016). Por ejemplo, varios estudios
han demostrado que la capacidad de crecer en un cultivo de mucina in vitro
generalmente predice la capacidad de una especie bacteriana de colonizar el intestino
del ratén (Gries, Pultz & Donskey, 2005; Wadolkowski, Laux & Cohen, 1988).

Con respecto a los antimicrobianos, son secretados en el intestino delgado por las
células de Paneth, localizadas en la base de las criptas, y su presencia restringe el
crecimiento de las bacterias presentes cerca de la superficie de la mucosa intestinal
(Bevins & Salzman, 2011). La mayoria de estos antimicrobianos son péptidos que
interactian y alteran las membranas bacterianas cargadas negativamente. Como se
menciono anteriormente, la concentracién de antimicrobianos es mayor en el tramo
proximal del intestino delgado, lo que crea un gradiente de antimicrobianos que
permite una mayor diversidad y carga bacteriana en el extremo distal del intestino
delgado. Ademas de estos antimicrobianos, las bacterias intestinales deben lidiar con
especies reactivas del oxigeno producidas por el metabolismo aerobio del huésped,
pues la mayoria de bacterias intestinales son anaerobias. Este oxigeno secretado por el
tejido del huésped se diluye rdpidamente generando un gradiente que disminuye de
concentracion desde el tejido hacia el lumen. En consecuencia, las bacterias de la
mucosa intestinal estdn enriquecidas en genes necesarios para la resistencia de
especies reactivas del oxigeno (Donaldson et al, 2016).

Con relacién al moco intestinal, para acceder al epitelio, tanto los patégenos como
los comensales deben lidiar con la barrera del moco y el sistema inmune. La sustancia
MUC2 secretada por el epitelio forma una sustancia viscosa similar al gel (Johansson et
al, 2011), lo que constituye la principal barrera para que la microbiota se asocie al

tejido (Pelaseyed et al, 2014). Sin embargo, ciertas bacterias pueden penetrar el moco
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nadando o nutriéndose a través de él. Por ejemplo, el patégeno entérico Salmonella
enterica subsp. enterica depende de los flagelos y la quimiotaxis para penetrar la capa
de moco y llegar al tejido huésped (Stecher et al,, 2004). Otro mecanismo para abrirse
camino a través del moco es su degradacién por peptidasas: una familia de peptidasas
tipo M60 que degradan el moco se conservan en patdgenos y bacterias comensales de
la mucosa pertenecientes a Proteobacteria, Firmicutes, Bacteroidetes y otros filos
(Nakjang, Ndeh, Wipat, Bolam & Hirt, 2012).

Ademas de la capacidad para penetrar la capa del moco, la adhesién bacteriana al
epitelio también influye en la composicién microbiana del intestino, sobretodo en el
intestino delgado (Donaldson et al, 2016). Los mecanismos moleculares implicados en
la unién de microorganismos al tejido del huésped han sido bien estudiados en
patdgenos (Sansonetti, 2004), sin embargo también se han encontrado en muchas
especies comensales. Las bacterias se adhieren al moco y a las superficies epiteliales
mediante el despliegue de proteinas de la membrana externa, cdpsulas, lectinas,
adhesinas y fimbrias (Donaldson et al, 2016). Por ejemplo, E. coli posee una gran
cantidad de lectinas que le permiten unirse a las mucinas y a otras glucoproteinas y
componentes de la matriz extracelular de las células epiteliales (Mouricout, 1997).

Los microorganismos beneficiosos también se adhieren a regiones particulares del
epitelio y pueden servir para excluir a los patégenos adherentes al ocupar sitios de
unidn limitados: los primeros estudios de imagen revelaron que Lactobacillus spp., que
forma capas adherentes al epitelio del estémago de la rata, previene la adhesién de
levaduras (Savage, 1969) y estafilococos (Morotomi et al, 1975) al epitelio. Miembros
de la familia Lactobacillaceae (como Lactobacillus) que colonizan el intestino delgado
y el estémago se han convertido en sistemas modelo para estudiar la adhesién por
comensales, y se ha descubierto que los exopolisacaridos, pili y proteinas ancladas a la
pared celular estan involucrados en la interaccién con el moco, con proteinas de la
matriz extracelular y con otros dianas moleculares en la superficie de las células

epiteliales (Sengupta et al., 2013).
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Por tltimo, para persistir en el intestino, el sistema inmunitario debe tolerar las
bacterias no patdgenas que se asocian intimamente con el tejido del huésped
(Donaldson et al, 2016). La mucosa estd inundada con grandes cantidades de sIgA,
que interactia con la microbiota: muchas bacterias en el intestino estdn cubiertas de
sIgA (Kubinak er al, 2015). La unién de sIgA a bacterias comensales puede contribuir
a la formacion de biopeliculas en la mucosa, que sirve como barrera para la adherencia
del patogeno (Mathias & Corthésy, 2011). Los ejemplos de cémo el sistema
inmunitario puede distinguir de manera confiable entre microorganismos dafiinos y
beneficiosos siguen siendo limitados. Uno de ellos es el caso de B. fragilis, que a través
de un componente de su cdpsula, el polisacarido A (PSA), induce un perfil inmune
antiinflamatorio que facilita su propia colonizacién (Round et al, 2011; Round &
Mazmanian, 2010). Varias sefiales inespecificas en el intestino también promueven la
tolerancia hacia los microorganismos beneficiosos. Los acidos grasos de cadena corta
como el butirato, el propionato y el acetato son los productos finales de la
fermentacidn anaerdbica de azucares, que es el metabolismo dominante en el colon.
Estas moléculas estimulan el desarrollo de las células T reguladoras, por lo que esta
podria ser una forma mds general para que el sistema inmunitario reconozca las
bacterias beneficiosas (Arpaia et al, 2013; Smith et al, 2013).

Los desafios ambientales que pueden ocurrir en el intestino, como las
perturbaciones de la dieta, el consumo de antibidticos o las anormalidades en la
motilidad gastrointestinal, alteran masivamente la comunidad de microorganismos del
lumen, y la disminucién de especies beneficiosas podria ser catastrdfica sin un
mecanismo para reponer la comunidad. Las regiones protegidas y por lo tanto menos
sensibles a los cambios en las condiciones del intestino, como las criptas de la mucosa,
pueden servir como reservorios de microorganismos para repoblar el lumen intestinal
después de una perturbacién ambiental (Figura 5) (Donaldson et al, 2016). Por
ejemplo, en el caso de B. fragilis, los mutantes que no pueden colonizar las criptas del
colon son menos resistentes a las perturbaciones intestinales, como el tratamiento con

antibidticos y la infeccién entérica (Lee et al, 2013).
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Se ha propuesto que el apéndice humano también cumple esta funciéon de
reservorio bacteriano, ya que contiene un lumen lleno de moco y bacterias y estd
protegido de la corriente fecal (Lee et al, 2013). El apéndice esta también
ampliamente extendido filogenéticamente y evolucioné de forma independiente al
menos dos veces, lo que proporciona una fuerte evidencia de que esta no es una
estructura vestigial como se crefa (Lee et al, 2013). Por ejemplo, en el apéndice del
conejo las bacterias coordinan la induccién de las células B y las células T, lo que
sugiere que estos nichos asociados con los tejidos son lugares para Ia
inmunomodulacién (Hanson & Lanning, 2008). Por lo tanto, los microhdbitats en el
intestino, como las criptas de la mucosa y el apéndice, es muy probable que

contribuyan al desarrollo y la estabilidad de las comunidades microbianas.
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Figura 5. Microhabitats intestinales como reservorios de diversidad bacteriana. Fuente:
Donaldson er al. (2016)

La disbiosis es una desviaciéon de una comunidad microbiana normal, como un
desequilibrio en la abundancia o localizacién de microorganismos. Los efectos
adversos de la disbiosis en la salud del huésped se han estudiado durante mucho
tiempo, aumentando la evidencia clinica que vincula la disbiosis con diversos
trastornos inmunes, metabdlicos y neurolégicos en los sitios intestinales y extra
intestinales (Donaldson et al, 2016). Por ejemplo, la enfermedad inflamatoria
intestinal (EII) se asocia con cambios en la microbiota intestinal, caracterizada por una
disminucion de la abundancia de Clostridia (Gophna et al, 2006; Manichanh et al,

2006; Walker et al, 2011) y una reducciéon general de la diversidad bacteriana
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(Manichanh er al, 2006; Ott et al, 2004; Walker et al, 2011). Otro ejemplo es la
obesidad, en cuyo caso la microbiota se caracteriza por una diversidad microbiana
reducida y, en algunos estudios, un aumento de la relacién Firmicutes/Bacteroidetes
(Ley, Turnbaugh, Klein & Gordon, 2006). Ademads, en los ultimos afios se ha estudiado
en modelos animales y humanos el papel de la disbiosis intestinal en la patogénesis de
las enfermedades hepdticas crénicas (Garcovich, Zocco, Roccarina, Ponziani &
Gasbarrini, 2012; Henao-Mejia et al, 2012), el cancer colorrectal (Wu et al, 2013;
Zhu et al.,, 2013) e incluso las disfunciones neuropsiquiatricas (Collins et al, 2012). A
continuacion, se detalla el ejemplo de la enfermedad inflamatoria intestinal (EII) que
muestra la importancia de las alteraciones en la microbiogeografia de la microbiota
intestinal durante la enfermedad.

La EII se caracteriza por la inflamacién del tracto gastrointestinal, que produce
dolor, vémitos, diarrea y otras complicaciones, como pérdida de peso severa y cambios
de comportamiento. En general, la EII se clasifica en dos sindromes: enfermedad de
Crohn, que puede implicar inflamacidén en todo el tracto gastrointestinal (boca a ano);
y colitis ulcerosa, en la cual la patologia estd restringida al intestino grueso (Donaldson
et al., 2016). Durante mas de una década, los estudios han intentado definir un patrén
de disbiosis asociado con la EII (Petersen & Round, 2014). Los estudios en humanos
basados en muestras de biopsia muestran que, en comparacién con los controles, los
pacientes con EII tenian una mayor concentracion de bacterias en la superficie de la
mucosa (Swidsinski et al,, 2002), una disminucién de la diversidad microbiana (Ott et
al, 2004; Walker et al., 2011), una disminucidén de la abundancia de Clostridium spp.
(Gophna et al, 2006) y un mayor numero de Enterobacteriaceae (especialmente E.
coli invasiva adherente) en su mucosa del ileon (Baumgart et al, 2007).

La manipulacién deliberada de la microbiota intestinal es una estrategia terapéutica
atractiva y podria considerarse una opcién viable para tratar enfermedades
psiquidtricas relacionadas con el estrés, asi como disfuncién metabdlica y trastornos
alimentarios (Clarke er al, 2014). Ciertamente, parece que la microbiota intestinal es

muy maleable, y la composiciéon puede alterarse rapidamente cuando se cambia la
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dieta. Por ejemplo, Turnbaugh er al. (2014) mostraron que cambiar de una dieta baja
en grasas y rica en polisacaridos a una dieta alta en grasas y azdicar cambid la
estructura de la microbiota en un solo dia y cambid la representaciéon de las vias
metabolicas en el microbioma intestinal.

Los probidticos también han mostrado utilidad en el tratamiento de algunas
caracteristicas del SII (Clarke, Cryan, Dinan & Quigley, 2012) y cuentan con un perfil
de seguridad favorable (Shanahan, 2012). Los prebioticos también pueden modular la
producciéon hormonal y también se han considerado en el tratamiento de los
trastornos gastrointestinales (Guarner et al, 2012; Quigley, 2012). Los trasplantes de
microbiota fecal actualmente atraen mucha atencién para el tratamiento de
infecciones recurrentes por Clostridium difficile, y este enfoque también puede
filtrarse en el tratamiento de otros trastornos (Borody & Khoruts, 2012; Kelly, 2013;
Smits, Bouter, De Vos, Borody & Nieuwdorp, 2013).

En conclusién, la microbiota intestinal esta estratificada biogeograficamente dentro
del intestino, este presenta ubicaciones protegidas y estables que actiian de reservorio
de microorganismos, como las criptas de la mucosa o el ciego, que permiten a la
microbiota persistir ante condiciones adversas en el lumen intestinal. Ademads, el
sistema inmunitario tiene un papel activo al permitir que solo las especies beneficiosas
accedan a estos microhabitats durante la homeostasis. Por lo tanto, el huésped
mantiene la estabilidad de una comunidad diversa de simbiontes microbianos
(Donaldson et al., 2016).

En cuanto a su funcién, la microbiota tiene la capacidad de producir una amplia
gama de compuestos que juegan un papel importante en la regulacién de la actividad
de drganos distales, incluido el cerebro, asi como en la regulacién de la actividad
metabdlica a través de la glucosa y la regulacién del peso, ya que hay determinados

microorganismos, por ejemplo, que aumentan el riesgo de diabetes mellitus y

obesidad.
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Asimismo, se ha establecido una funcién para la microbiota en la regulacion del
sistema serotoninérgico a través de la modulacién de la disponibilidad de triptéfano. A
diferencia de otros 6rganos endocrinos, la microbiota tiene una plasticidad intensa y
puede alterarse dramatica y rapidamente en respuesta a la dieta. Con una mayor
comprensién de los genes clave de la microbiota involucrados en la regulacion
endocrina, es posible utilizar probidticos u otros medios moduladores para tratar o

prevenir patologias (Clarke et al, 2014).
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4, NUEVAS HERRAMIENTAS PARA EL ESTUDIO DE LOS PROBIOTICOS

En los dltimos afios, el desarrollo y la financiacién de una mayor cantidad de
grandes proyectos de secuenciacién (como el Proyecto Genoma Humano,
http://www.ornl.gov/sci/techresources/Human_Genome/home.shtl) ha llevado al
aumento y mejora de nuevas tecnologias para la obtenciéon de informacién a gran
escala en los campos de la Biologia y la Bioinformatica. Los avances logrados en estas
areas han provocado un nuevo paradigma en la investigacion bioldgica que propone
una vision global de los procesos bioldgicos; este concepto se refleja en el surgimiento
de la "Era Omica" (Mozzi, Ortiz, Bleckwedel, De Vuyst & Pescuma, 2013).

“Omics” deriva de la voz latina -omne que significa “todo, totalidad, todo”. Este
neologismo en realidad se usa como sufijo para referirse a aquellas disciplinas como
Gendmica, Protedmica, Transcriptomica y Metabolomica, que estudian un
determinado conjunto de moléculas de manera global -genes, proteinas,
transcripciones o metabolitos, respectivamente- o incluso buscan definir las relaciones
entre ellos. Las ciencias “6micas” se basan en el andlisis de un gran volumen de
informacién y utilizan la bioinformatica para la interpretacion de datos. La
integracion de los datos analizados genera grandes aportes al conocimiento de la
versatilidad y funcionalidad de las células y sus aplicaciones biotecnoldgicas (Mozzi et
al.,, 2013).

Multiples estudios 6micos estin proporcionando una mejor plataforma para la
optimizacién de cepas probidticas, que son beneficiosas para las industrias de
alimentos y suplementos en términos de especificidad, precision y sensibilidad (Isaac
et al, 2019). En esta época revolucionaria, la biologia de sistemas juega un gran papel
en enrollar los enormes datos proporcionados por diferentes experimentos dmicos
como protedmica, metabolémica, transcriptémica y gendmica con la ayuda de diversas
herramientas matematicas y computacionales para la ingenieria microbiana y su uso
en probidticos (Yadav & Shukla, 2019). Las técnicas analiticas avanzadas que se

encuentran dentro de las tecnologias "émicas" e incluyen metagendmica,

80



INTRODUCCION

metatranscriptomica, (meta) protedmica y metabolémica se muestran en la Figura 6

(Day, Harper, Woods, Davies & Heaney, 2019).
N o

K
o’ ~

Sample of microbial
community

DA
N

| | \&
y
S
<
/

\
(=== =3
DNA RNA Proteins Metabolites
Metagenomics Metatranscriptomics Metaproteomics Metabolomics
The study of the collective The study of gene The study of proteins The study of metabolites
genome of microorganisms expression of microbes present within a sample present within a sample
within a sample. within a sample
Commoniiyias + NGS . LC-Ms + GC/LC-MS
analytical i
techniques ¢ Microarray * MALDI-MS * NMR spectroscopy
(bacterial identification) * HPLC

Figura 6. Las diferentes técnicas émicas. Fuente: Day, Harper, Woods, Davies &
Heaney (2019)

4.1. Gendémica

La metagendmica nos permite investigar la composicién de una comunidad
microbiana. Los estudios gendmicos consideran el material genético de un organismo
especifico, mientras que la metagendmica (meta-significado mads alld) se refiere a
estudios del material genético de comunidades enteras de organismos. Este proceso
generalmente implica la secuenciacién de nuevageneracién (NGS) después de que se
extrae el ADN de las muestras. NGS produce un gran volumen de datos en forma de
lecturas breves, a partir de las cuales se puede reconstruir un perfil de comunidad
microbiana u otra informacidn, al igual que se recopila informacidn de las piezas de un
rompecabezas (Aguiar-Pulido er al, 2016).

Se ha desarrollado una variedad de herramientas y canales de analisis para analizar

datos metagendmicos (Kim et al, 2013), entornos de resoluciéon de problemas (PSE)
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(Gallopoulos et al., 1994) que proporcionan bancos de trabajo ficiles de usar para
desarrollar canales de andlisis cientificos flexibles utilizando un ment de herramientas
disponibles. Estos bancos de trabajo incorporan diferentes rangos de generalidad. Por
ejemplo, QIIME (Caporaso et al, 2010) proporciona un conjunto de scripts
integradores para analizar muestras de ADN microbiano en bruto, incluida la
clasificacién taxondmica utilizando genes marcadores, como el ARNr 16S, pero
permite la construccién de conductos flexibles. Pathoscope (Hong et al, 2014)
proporciona una canalizacién que puede identificar cepas bacterianas presentes en una
serie de secuencias sin procesar y generar informes de estadisticas, como porcentajes,
ubicaciones de genes y productos proteicos.

La secuenciacion del ADN de la comunidad microbiana total (metagendmica), ha
proporcionado informacién sobre los genes presentes en los ecosistemas microbianos
(Barberan, Ferndndez-Guerra, Bohannan & Casamayor, 2012; Knief et al, 2012; Xu,
Hansen, Hansen, Jacquiod & Serensen, 2014). La informaciéon metagendmica puede
permitir la identificacién de genes o rutas genéticas asociadas con funciones
especificas y, por lo tanto, puede proporcionar informacidén 1til sobre las capacidades
funcionales potenciales de las comunidades microbianas. Por ejemplo, los enfoques
metagenomicos en sistemas sinbidticos marinos han revelado algunas de las
capacidades de los simbiontes bacterianos que son importantes para la interaccién con
sus huéspedes, como los genes implicados en la disponibilidad de nutrientes y el
reciclaje de los productos de desecho del huésped (Grzymski et al., 2008; Woyke et al.,
2006).

Debido a la gran diversidad de comunidades bacterianas intestinales, hubo
confusién entre la microbiota intestinal y su estado de salud. Las nuevas técnicas de
ADN basadas en la secuenciacién del gen ARNr 16S han mejorado enormemente
nuestro conocimiento de la microbiota intestinal (Vinusha, Deepika, Johnson,
Agrawal & Rakwal, 2018). Los analisis comparativos de secuencias gendmicas han
llevado a enfoques metagendémicos que han ofrecido nuevos conocimientos sobre la

diversidad genética de este ecosistema. Sin embargo, los datos genéticos por si mismos
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no ayudan a dilucidar las funciones de las comunidades microbianas en este
ecosistema. La funcionalidad microbiana se puede caracterizar mediante el analisis de
transcripciones de ARNm (es decir, transcriptémica) o analisis de proteinas (es decir,
protedmica). Durante la tultima década, el progreso en el analisis de proteinas ha
estimulado el interés en los analisis protedmicos. Dado que las proteinas estan
implicadas en los procesos de biotransformacion, los analisis de proteomas constituyen
una forma adecuada de caracterizar la dindmica de las funciones microbianas.
Utilizados tradicionalmente para el estudio de cultivos puros, los andlisis protedmicos
ahora se estan aplicando para detectar perfiles de expresion y proporcionar
informacién funcional directamente a partir de muestras ambientales microbianas
mixtas (metaprotedmica).

A pesar del numero limitado de investigaciones sobre la microbiota intestinal, estos
enfoques ya han demostrado su potencial para proporcionar conocimientos
funcionales. Por lo tanto, los enfoques metaprotedmicos pueden convertirse en una
herramienta util para monitorear los productos funcionales de la microbiota intestinal
en relacién con las intervenciones dietéticas, la duracién de la vida, la salud y las
enfermedades.

Los probidticos se han utilizado para prevenir varias enfermedades y ahora existe
un interés creciente en su uso. Sin embargo, todavia se debate su eficacia real en
términos de beneficios para la salud. Es necesario avanzar en el conocimiento basico
de las cepas probidticas, en la seleccién de cepas y en la comprensiéon de sus
mecanismos de acciéon para dar credibilidad a las declaraciones de propiedades
saludables de los probidticos. En este sentido, los analisis protedmicos de posibles
cepas de probidticos, asi como los analisis metaproteémicos de muestras fecales o
intestinales a lo largo de los estudios clinicos, pueden proporcionar informacién til

sobre los posibles beneficios de la suplementaciéon con probidticos (Vinusha et al,

2018).
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4.2. Transcriptémica

Los enfoques gendmicos tradicionales describieron previamente el perfil del ADN
acumulativo total presente en una muestra. Esto, sin embargo, nos dice poco sobre los
factores epigenéticos, como qué genes se expresan, cudles se suprimen y en qué
proporciones. Para responder a estas preguntas, podemos aplicar la
metatranscriptomica. Este enfoque analiza la expresion de ARNm en el microbioma a
través de la secuenciacion de alto rendimiento de meta-ADNc (Gosalbes et al,, 2011).
Por lo tanto, la metatranscriptomica es el andlisis de los perfiles de expresién de
ARNm en una comunidad y es relevante para identificar genes o vias genéticas que
estan reguladas hacia arriba o hacia abajo en respuesta a la infeccién por patdgenos
(Rebollar et al., 2016).

Al centrarse en los genes que expresa toda la comunidad microbiana, la
metatranscriptémica arroja luz sobre el perfil funcional activo de una comunidad
microbiana (Moran, 2009). El metatranscriptoma proporciona una instantdnea de la
expresion génica en una muestra determinada en un momento dado y en condiciones
especificas al capturar el ARNm total. Los estudios pioneros que tienen como objetivo
identificar genes expresados en muestras ambientales representan el comienzo de la
metatranscriptémica. Sin embargo, estos se limitaron a un grupo relativamente
estrecho de genes. En cuanto a la metagenémica, ahora es posible realizar una
secuenciacién completa de metatranscriptomica. Esta expresién de (meta)genoma
completo proporciona la expresién y el perfil funcional de un microbioma (Carvalhais,
Dennis, Tyson & Schenk, 2012; Frias-Lopez et al., 2008; Gilbert et al., 2008).

Al analizar especificamente los genes que se expresan activamente en el
microbioma, es posible compilar una imagen funcional de la actividad metagendmica.
En consecuencia, esta forma de andlisis puede proporcionar informacién adjunta a los
datos metagendmicos existentes y lo convierte en una herramienta poderosa para
distinguir los cambios dindmicos en la expresién génica que resultan de factores
ambientales que impactan en el microbioma, como los cambios en la dieta (Franzosa

et al, 2014). Ademads, los resultados de los andlisis metatranscriptémicos tienen la
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capacidad de distinguir los desarrollos coevolutivos, que son importantes para mejorar
nuestra comprensiéon de la relaciéon simbidtica entre el microbioma y el huésped
(Aguiar-Pulido et al, 2016). La transcriptémica también puede desentradar las
respuestas funcionales implicadas en las interacciones bacteriano-huésped, como la
expresién de genes de adhesina o rasgos adicionales asociados con la colonizaciéon
bacteriana y la unién a huéspedes eucariotas (Chagnot, Zorgani, Astruc & Desvaux,
2013; Dale & Moran, 2006; Klemm & Schembri, 2000; Kline, Filker, Dahlberg,
Normark & Henriques-Normark, 2009).

Gosalbes er al. (2011) analizaron la microbiota intestinal funcional humana
mediante un enfoque metatranscriptomico. Estos autores realizaron un estudio
metatranscriptomico en diez voluntarios sanos para dilucidar los miembros activos del
microbioma intestinal y su funcionalidad en condiciones de salud. Primero, los ADNc
microbianos obtenidos de cada muestra se secuenciaron usando la tecnologia 454. El
andlisis de las transcripciones del ARNr 16S mostr6 la estructura filogenética de la
comunidad microbiana activa. Lachnospiraceae, Ruminococcaceae, Bacteroidaceae,
Prevotellaceae y Rickenellaceae fueron las familias predominantes detectadas en la
microbiota activa. La caracterizacién de los ARNm reveld un patrén funcional
uniforme en individuos sanos. Las principales funciones de la microbiota intestinal
fueron el metabolismo de los carbohidratos, la produccién de energia y la sintesis de
componentes celulares. Por el contrario, las actividades de mantenimientocomo el
metabolismo de aminodcidos y lipidos estaban sub-representadas en el
metatranscriptoma. Estos resultados proporcionaron nuevos conocimientos sobre la
funcionalidad de la microbiota intestinal compleja en individuos sanos (Gosalbes et
al, 2011).

En cuanto al andlisis de la transcriptémica, cuando se procesan las lecturas, una
canalizacién tipica de andlisis de metatranscriptémica (1) mapeara las lecturas a un
genoma de referencia o (2) realizara el ensamblaje de novo de las lecturas en contigs y
supercontigs de transcripcién. La primera estrategia, de manera similar a los métodos

basados en alineacion en WMS, asigna lecturas a bases de datos de referencia,
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reuniendo asi informacién para inferir la expresion relativa de genes individuales. La
segunda estrategia infiere lo mismo, pero con secuencias ensambladas. La primera
estrategia estd limitada por la informacién en la base de datos de genomas de
referencia. La segunda estrategia estd limitada por la capacidad de los programas de
software para ensamblar contigs y supercontigs correctamente a partir de datos de
lecturas cortas (Aguiar-Pulido et al, 2016).

La aplicaciéon de la metatranscriptémica al estudio del microbioma es mucho menos
comun en comparacién con otras émicas revisadas en esta tesis. La mayoria de los
canales de analisis descritos en la literatura se construyeron ad hoc. La mayoria de
estos métodos siguen la primera estrategia antes mencionada basada en el mapeo de
lectura (Duran-Pinedo et al, 2014; Jorth et al, 2014; Leimena et al., 2013; Xiong et al.,
2012; Yost, Duran-Pinedo, Teles, Krishnan & Frias-Lopez, 2015). En este caso, las
lecturas metatranscriptémicas generalmente se asignan a bases de datos especializadas
(generalmente descargadas del NCBI) utilizando herramientas de alineacién, como
Bowtie2, BWA y BLAST. Luego, los resultados se anotan utilizando recursos, como
GO, KEGG, COG y Swiss-Prot. Finalmente, se llevan a cabo diferentes tipos de
analisis posteriores segin el objetivo del estudio (por ejemplo, analisis filogenético
basado en PCA o analisis de enriquecimiento). Las dultimas técnicas de
metatranscriptomica incluyen el sondeo de isdtopos estables (SIP), que se ha utilizado
para recuperar transcriptomas especificos de microbios aerdbicos en el sedimento del
lago (Dumont, Pommerenke & Casper, 2013). Esto no solo ayuda a apuntar a
organismos especificos, sino que también contribuye significativamente a los estudios
de metaboldmica.

La segunda estrategia requiere ensamblar lecturas metatranscriptémicas en
fragmentos mads largos llamados contigs. Para ello, se encuentran disponibles
numerosos paquetes de software. Celaj et al (2014) compararon ensambladores de
secuencias de novo con herramientas de mapeo basadas en referencias. Las
herramientas incluian Trinity (Grabherr et al, 2011), MetaVelvet (Namiki, Hachiya,

Tanaka & Sakakibara, 2012), Oases (Schulz, Zerbino, Vingron & Birney, 2012), AbySS,
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Trans-Abyss y SOAPden-ovo (Birol et al, 2009; R. Li et al, 2010; Robertson et al,
2010), asi como herramientas como Scripture y Cufflinks (Guttman et al, 2010;
Trapnell et al, 2010). Se encontré que en comparacién con otras herramientas, Trinity
no solo superd a todas ellas, sino que también parecié estar mejor ajustada para la
sensibilidad en la gama mas amplia de niveles de expresién. Esto fue particularmente
notable en la reconstruccién de transcripciones dentro de los quintiles de expresién
mas altos, en los que otras estrategias de novo no funcionaron bien (Grabherr et al,
2011). Li y Dewey (2011) desarrollaron RNA-Seq por Expectation-Maximization
(RSEM), un proceso cuantitativo para el analisis transcriptémico que actualmente se
proporciona como software independiente o como complemento dentro de Trinity.
RSEM toma como entrada un transcriptoma o ensamblaje de referencia (muy
probablemente obtenido a través de Trinity) junto con las lecturas de RNA-Seq
generadas a partir de la muestra y calcula la abundancia de transcripcién normalizada
(es decir, el nimero de lecturas de RNA-Seq correspondientes a cada transcriptoma o
ensamblaje de referencia) (De Bona, Ossowski, Schneeberger & Ritsch, 2008; Haas et
al,, 2013). Aunque tanto Trinity como RSEM fueron disefiados para conjuntos de datos
transcriptémicos (es decir, obtenidos de un solo organismo), es posible aplicarlos a
datos metatranscriptémicos (es decir, obtenidos de una comunidad microbiana
completa). MEGAN anota los resultados con GO para realizar andlisis de
enriquecimiento (Cao et al, 2015).

Aunque las técnicas metatranscriptémicas actuales son prometedoras, todavia
existen varios obstaculos que limitan su aplicacién a gran escala. Primero, gran parte
del ARN recolectado proviene del ARN ribosémico, y su abundancia dominante
puede reducir drasticamente la cobertura del ARNm, que es el foco principal de los
estudios transcriptomicos. Se han realizado algunos esfuerzos para eliminar
eficazmente el ARNr (Peano er al, 2013). En segundo lugar, el ARNm es
notoriamente inestable y compromete la integridad de la muestra antes de la
secuenciacién. En tercer lugar, diferenciar entre el ARN del huésped y el microbiano

puede ser un desafio, aunque se encuentran disponibles kits comerciales de
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enriquecimiento. Esto también puede hacerse in silico si un genoma de referencia esta
disponible para el huésped, como en el trabajo de Pérez-Losada et al (2015) quienes
consideran el impacto de las interacciones huésped-patégeno en el microbioma de las
vias respiratorias humanas. Por ultimo, las bases de datos de referencia de

transcriptomas tienen una cobertura limitada (Aguiar-Pulido et al, 2016).

4.3. Prote6mica

En la investigacién de la biologia molecular de los probidticos, una técnica
importante es la protedmica. La proteémica, inicialmente definida por los
microbidlogos como el estudio de todas las proteinas expresadas por un solo
organismo, estd en plena emergencia gracias a su aplicacién a comunidades
bacterianas complejas. Como resultado, el andlisis del contenido de proteinas de las
comunidades microbianas, como la microbiota intestinal, ahora se denomina
"metaproteémica” (Schneider & Riedel, 2010). La protedmica ayuda a comprender el
funcionamiento bioldgico de una célula; nos proporciona un breve conocimiento de la
expresion de proteinas y la funcién de las modificaciones postraduccionales.

La investigacién protedémica de las BAL es relativamente reciente. La proteémica de
las BAL se ha utilizado: i) para mapear el proteoma de una bacteria, que es una
descripciéon general del contenido de proteina bacteriana, ii) para estudiar y
comprender la adaptacion de las condiciones intestinales como el pH bajo y los acidos
biliares y diversas condiciones de estrés, iii) para estudiar proteinas localizadas en la
superficie celular, y iv) como una herramienta para responder preguntas especiales
sobre la biologia molecular de las bacterias (Vinusha et al, 2018). La protedmica de las
BAL ofrece el mapa de proteomas de las bacterias, lo que confiere la idea general del
contenido de proteinas en bacterias (Yadav & Shukla, 2019). Esto ayudara a
comprender la adaptacién del intestino microbiano en condiciones adversas como el
pH bajo y la presencia de acidos biliares, y a estudiar la localizacién de proteinas en la

superficie o dentro de la célula (Vinusha et al, 2018).
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Un andlisis metaproteémico generalmente comprende 4 pasos: 1) extraccién y
purificacién de proteinas, 2) digestion enzimdtica de proteinas en péptidos, 3)
separacién de péptidos, generalmente por cromatografia, seguida de analisis
espectrométrico de masas e 4) identificacién de proteinas por comparacién con
secuencias de base de datos (Kolmeder & de Vos, 2014; Petriz & Franco, 2017).

En la ultima década, la protedmica se ha utilizado para estudiar las respuestas
fisiolégicas bacterianas a diferentes factores estresantes; esto ha progresado
significativamente con la disponibilidad de secuencias de genoma completo, el
progreso en espectrometria de masas y bioinformatica. La proteémica, como clave en
la era posgendmica, proporciona datos utiles para identificar nuevos marcadores de
diagndstico y dianas terapéuticas en enfermedades (Casado Mufoz, Benomar,
Ennahar, et al, 2016). Recientemente, los analisis gendémicos y proteémicos del
género Lactobacillus se han expandido rapidamente, especialmente con
Lactiplantibacillus pentosus (anteriormente Lactobacillus pentosus) que tiene uno de
los genomas mds grandes conocidos entre las BAL (Abriouel, Benomar, Pulido,
Cafiamero & Gaélvez, 2011; Maldonado-Barragan et al, 2011); sin embargo, se sabe
poco sobre los mecanismos adoptados por L. pentosus para tolerar o resistir varios
factores estresantes. Esta informacion deberia ser motivo de gran preocupacion, ya
que el conocimiento de estos mecanismos podria aprovecharse para mejorar la
funcionalidad de las cepas probidticas y, por tanto, sus beneficios para la salud (Casado
Murfioz, Benomar, Ennahar, er al, 2016a).

Inicialmente, los estudios de proteémica dependian de la electroforesis
unidimensional (1D) para generar las huellas dactilares de las proteinas, y el
inconveniente de esta técnica es que no es capaz de reconocer las proteinas
individuales (Aires & Butel, 2011). Después de eso, se utiliz6 la tecnologia proteémica
basada en electroforesis en gel bidimensional (2-D); en este, segun el punto
isoeléctrico, las proteinas se separan. El mapeo de proteinas en el gel 2-D es el inicio
de los estudios de proteomas, y esto ayudara en mads estudios de protedmica. El mapeo

general del proteoma 2-D se lleva a cabo para las cepas probidticas Lactobacillus casei
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Zhang, L. reuteri, L. rhamnosus GG, L. plantarum 299 V (Hamon et al,, 2011; Lee, Lee
& Choi, 2008; Wu et al., 2009). Las interacciones de una sola cepa en cocultivo se han
representado mediante protedmica y también describen cambios en las proteinas
asociadas a la superficie.

El estudio del proteoma de Lactobacillus casei Zhang para representar una
respuesta de pH bajo se puede realizar mediante DIGE (electroforesis diferencial "en
gel"). DIGE se utiliza para estudiar las acidemias orgdnicas y principalmente la
acidemia metilmalénica (MMA) (Imperlini et al, 2016). Esta técnica también permite
detectar diferencias en la abundancia de proteinas en la cepa probidtica Lactobacillus
rhamnosus GG cultivada en medios de tipo industrial o de laboratorio en etapas
variables de la fase de crecimiento. En el siguiente nivel del estudio de proteémica, los
procedimientos utilizados son sin gel o de perfiles de masas, como la separacién en
cromatografia liquida (LC) y la identificacién de proteinas se realiza mediante
espectrometria de masas (MS) o mediante desorcién/ionizacién laser asistida por
matriz MALDI-TOF (Choi et al, 2019).

El mapa de proteomas de bacterias probidticas facilita el estudio de sus respuestas al
estrés, tolerancia al estrés, comparacién de cepas y fases de crecimiento. Esto también
se utiliza para la diferenciacién y caracterizacion entre los trastornos congénitos de la
glicosilaciéon (CDG) utilizando desorcion/ionizacion ldser mejorada en la superficie
(SELDI-TOF-MS) (Mills et al., 2006). El mapeo de todas las proteinas en un gel 2-D es
el comienzo de los estudios del proteoma de un organismo porque facilita mas estudios
protedmicos. Se realizé un mapeo basico 2-D del proteoma para L. casei Zhang, una
cepa probidtica aislada del koumiss de productos lacteos fermentados de Mongolia
(Wu et al, 2009). A partir de geles 2-D que cubrian el rango de pl de 4 a 7, se
identificaron 131 spots de proteinas, que representaban varios grupos de proteinas,
siendo las proteinas del metabolismo de los carbohidratos un grupo principal. Las
proteinas identificadas cubrieron el 4% del nimero total de marcos de lectura abiertos
predichos en el genoma y desde entonces el mapa del proteoma se ha utilizado para

estudios sobre las respuestas al estrés de L. casei Zhang. Un extenso mapeo de
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proteoma 2-D de la cepa probidtica B. longum NCC2705 revel6 las diversas rutas de
carbohidratos, aminoacidos y peptidoglicanos, que estaban activas en el crecimiento
de células bifidobacterianas. Las 369 proteinas identificadas también incluyen varias
proteinas de estrés, asi como proteinas sin ninguna funcién conocida, y en total, las
proteinas identificadas representan el 21% de las 1727 ORF predichas en el genoma.
Este mapa de proteoma presumiblemente se ha utilizado en estudios proteémicos
posteriores de B. longum NCC2705 que examinaron la respuesta de la bacteria a
diferentes condiciones de crecimiento (Yuan et al, 2006). Después de utilizar
diferentes métodos de proteémica, podemos evaluar con datos in silico del proteoma.
Las herramientas in silico como la herramienta SurfG se utilizan para agrupar la
proteina identificada segin: la membrana (MEM), la proteina potencialmente
expuesta a la superficie (PSE), citoplasmatica (CYT) y secretada (SEC). Ademads,
podemos utilizar el analisis de enriquecimiento de KEGG de proteinas expresadas (Da
Silva et al., 2019).

A continuacién, se exponen algunos ejemplos recientes de aplicaciones de la
protedmica en el estudio de probidticos. Pérez Montoro et al (2018) analizaron la
capacidad de adhesion al moco de 31 cepas de Lactiplantibacillus pentosus
(anteriormente Lactobacillus pentosus) aisladas de aceitunas verdes de mesa Alorefa
fermentadas de forma natural utilizando un modelo de mucina inmovilizada. Sobre la
base de su capacidad adhesiva a la mucina, se seleccionaron tres fenotipos para el
andlisis proteémico de proteinas de la pared celular para identificar las proteinas
involucradas en el proceso de adhesion: L. pentosus CF1-43N, con gran capacidad de
adhesion (73,49%), L. pentosus CF1-37N con capacidad moderada de adhesién
(49,56%) y L. pentosus CF2-20P, con poca capacidad de adhesién (32,79%). Los
resultados revelaron cuatro proteinas multifuncionales sobreproducidas en L. pentosus
CF1-43 N con gran capacidad de adhesion, que se produjeron insuficientemente o no
se produjeron en las otras dos cepas de L. pentosus (CF1-37N y CF2-20P). Estas
proteinas estaban involucradas en la via glucolitica (fosfoglicerato mutasa y

glucosamina-6-fosfato desaminasa), respuesta al estrés (proteina de choque térmico
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pequeia) y transcripcion (factor de elongacion de la transcripcién GreA). Por tanto,
estas proteinas podrian usarse como biomarcadores para la adhesidn de L. pentosus al
moco intestinal.

Pérez Montoro et al. (2018) también investigaron la resistencia a los acidos de las
cepas de L. pentosus mediante un enfoque protedmico comparativo, utilizando tres
cepas que representan los fenotipos: resistente (AP2-15), intermedio (AP2-18) y
sensible (LP-1) a condiciones acidas. El andlisis proteémico de los fenotipos
constitutivos reveld que la resistencia intrinseca de L. pentosus estd asociada con la
sobreproduccion de tres proteinas principales: fosfoglicerato mutasa 2 dependiente de
2,3-bisfosfoglicerato (PGAM-d), factor de elongacion G y proteina L10 de la
subunidad ribosémica 50S, y adicionalmente en la subunidad beta de la ATP sintasa y
la proteina chaperona DnaK; estan asociados con rutas metabodlicas de proteinas y
carbohidratos, produccion de energia y respuestas al estrés. Los biomarcadores de
proteinas sugeridos para la resistencia a los 4cidos en L. pentosus incluyen el factor de
elongacién G y PGAM-d, ambos se encuentran abundantemente en el proteoma
constitutivo del fenotipo resistente en condiciones estindar y dcidas. Ademds, las
cepas de L. pentosus pre-expuestas a acidos mostraron una funcién probidtica

mejorada, como la capacidad de autoagregacién a través de proteinas de superficie.

4.4, Metabolémica

La metabolomica es un campo emergente dentro de las ciencias "émicas" que
comenzd hace poco mds de diez afios; también se conoce como andlisis del
metaboloma, metabonémica (Nicholson, Lindon & Holmes, 1999) o perfil metabdlico
(Niwa, 1986). La metaboldmica se ocupa de la determinacién simultanea y el analisis
cuantitativo de metabolitos intracelulares, que se han definido como compuestos de
baja masa molecular (<1500 Da) que no estdn codificados genéticamente y que son
producidos y modificados por el metabolismo de organismos vivos (es decir,
microorganismos). Estos compuestos incluyen pequefias moléculas enddgenas y

exogenas como péptidos, aminodcidos, acidos nucleicos, carbohidratos, acidos
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organicos, vitaminas, polifenoles, alcaloides, minerales, etc. (Jewett, Hofmann &
Nielsen, 2006; Wishart, 2008).

La huella metabdlica o exometabolémica se centra en lo que la célula excreta en
condiciones definidas y tiene la intencién de definir un patrén de metabolitos
extracelulares. Aunque la huella metabdlica proporciona informacién importante
sobre solo una pequefa parte de todo el metaboloma bacteriano, proporciona
informacién clave que puede contribuir a la comprensiéon de los mecanismos de
comunicacion celular (Mapelli, Olsson & Nielsen, 2008).

Como hemos mencionado anteriormente, los alimentos funcionales contienen
compuestos o ingredientes que pueden ayudar a reducir el riesgo de enfermedades o
promover una mejor salud mas alla de proporcionar efectos nutricionales adecuados.
Los alimentos funcionales, que incluyen probidticos, prebidticos y sinbidticos, tienen
un mercado global importante y en crecimiento, especialmente en Europa, Australia y
Japon (Stanton, Ross, Fitzgerald & Van Sinderen, 2005).

El efecto de los probidticos en el intestino humano se ha estudiado mediante
diferentes enfoques, como la genémica, la transcriptémica, la protedmica y, mads
recientemente, la metabolémica. Al aplicar la metabolémica, se puede analizar la
respuesta metabdlica multiparamétrica de un organismo a los estimulos bioldgicos
(Martin et al., 2007). Por lo tanto, esta metodologia puede dilucidar si los metabolitos
liberados o degradados por las cepas probidticas tienen un efecto sobre la expresién de
citocinas y también puede brindar informacién sobre cambios en las concentraciones
de metabolitos beneficiosos en diferentes 6rganos cuando los probidticos estdn
presentes en el intestino.

La metabolémica nos ayuda a determinar diferentes cambios metabdlicos en el
huésped dependiendo de la ingenieria metabolica de los probidticos y también revela
reacciones que limitan la velocidad para la produccién de sustancias quimicas utiles
(Ohtake et al., 2017). La metabolémica también se conoce como perfil metabdlico, que
se ocupa del andlisis cuantitativo y determina las moléculas de diferente masa

molecular. Esta técnica es muy crucial para estudiar los niveles de metabolitos en
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condiciones meticulosas y también se ha utilizado para la optimizacién de cepas
(Khangwal & Shukla, 2019). El desarrollo de la espectrometria de masas (MS) y la
resonancia magnética nuclear (RMN) facilita el campo de la metaboléomica para
funcionar con éxito en vastas areas de la ciencia de los alimentos (Kumar et al., 2018).
Esto también representa el estado patoldgico o fisiolégico de un organismo, lo que es
util en el estudio de la toxicologia, la patologia molecular y el diagnéstico de
enfermedades. El andlisis metadmico de la microbiota intestinal nos ayuda a revelar
los objetivos de las acciones probidticas. Entre todos los estudios 6micos, un andlisis
fluxémico proporciona la descripcién mas cercana de una célula y se usa ampliamente
para desarrollar varias cepas (Kambouris et al,, 2018). Utilizando todos estos enfoques,
se han extraido muchos conocimientos, como la secuenciacién de clones de ADNr16S,
microarrays de ADN, técnicas de huellas dactilares de amplicones de ADNrl16S,
secuenciacién de alto rendimiento e hibridacién in situ fluorescente. Se han realizado
menos estudios sobre el andlisis metabolémico de las respuestas bacterianas inducidas
por el estrés y, por lo tanto, los enfoques integrados se utilizan particularmente en
sistemas bacterianos probidticos (Zhu et al, 2015).

Técnicas como UPLC, HRMAS-NMR, LC-MS, etc., unidas a un andlisis de datos
estadisticos complejos, permiten medir multiples concentraciones de metabolitos, lo
que permite dilucidar los efectos de los probidticos sobre el huésped y sobre el
metabolismo de otros microorganismos presentes en el intestino (Mozzi et al., 2013).

Se han publicado varios informes que utilizan modelos animales en los que se
utilizaron ratones libres de gérmenes como hospedadores (Martin et al, 2010;
Matsumoto et al., 2012; Sonnenburg, Chen & Gordon, 2006). Estos métodos permiten
la colonizaciéon directa del sujeto experimental con cepas probidticas o el
establecimiento de diferentes microbiotas, simulando el intestino humano adulto o
infantil, y aportando diferentes probidticos y/o cepas patdgenas.

Martin et al (2007) confirmaron el efecto de algunas cepas probidticas en el
huésped, analizando diferentes partes de los intestinos de ratones libres de gérmenes

mediante HRMAS NMR. Los autores encontraron que la administracién de L.

94



INTRODUCCION

paracasei NCC2461 podria aumentar la concentracion de lactato en el yeyuno, lo que
sugiere que esta cepa procesa los nutrientes. Ademas, las concentraciones de colina,
glicerofosforilcolina (GPC) y acetato se redujeron en el yeyuno y el ileon; estos
componentes son intermediarios clave del metabolismo de los lipidos, lo que indica
que esta cepa de BAL podria modular el metabolismo de las grasas intestinales.
Ademas, los autores demostraron que las concentraciones de taurina y creatina, que
regulan la hipercontractilidad intestinal, disminuyeron en presencia de L. paracasei
NCC2461 y que las concentraciones de glutatién (un potente antioxidante) y sus
precursores se redujeron, lo que indica que esta cepa probidtica podria regular el
metabolismo del glutatiéon de los enterocitos, que podria estar relacionado con el
cancer gastrointestinal.

Los mismos autores, Martin et al. (2008) realizaron estudios similares utilizando
ratones libres de gérmenes colonizados por una microbiota infantil y las cepas
probidticas L. paracasei NCC2461 y L. rhamnosus NCC4007. En este trabajo, se
analizaron metabolitos en intestino, plasma, orina y extractos fecales mediante
HRMAS-NMR. Los resultados mostraron que estas cepas probioticas podrian alterar el
metabolismo de los lipidos hepaticos, disminuir el nivel de lipoproteinas plasmaticas y
estimular la glucolisis. La presencia de probidticos influyé también en el catabolismo
de aminodacidos y las concentraciones de metilaminas y acidos grasos de cadena corta.

En otro estudio, Wikoff et al. (2009) analizaron el efecto del microbioma intestinal
sobre los metabolitos sanguineos de ratones convencionales y libres de gérmenes
mediante el uso de LC-MS, confirmando una cooperacién significativa entre el
metabolismo bacteriano y de mamiferos. Los autores demostraron que los
microorganismos en el intestino podrian influir en el metabolismo de los aminoacidos,
asi como en la sintesis del antioxidante acido indol-3-propidnico.

Matsumoto et al. (2012) analizaron el metaboloma del ratén usando CE-TOFMS; Se
describieron las diferencias entre el perfil metabolémico de ratones libres de gérmenes
y ratones ex-libres de gérmenes colonizados con bacterias de las heces de ratones

convencionales. Los autores demostraron que la prostaglandina E2, un
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inmunosupresor innato independiente de la interleucina (IL) -10, estaba presente solo
en ratones ex-libres de gérmenes, lo que indica que la microbiota intestinal contiene
factores de activacién para la inmunidad innata, similar a la inflamacion.

Otro modelo 1til para estudiar el efecto de los probidticos en la salud humana es
mediante el uso de sujetos que padecen el sindrome del intestino irritable (SII). Esta
enfermedad es un trastorno comun que afecta al 5-10% de la poblacion; sus sintomas
incluyen dolor abdominal, deposiciones irregulares, estreflimiento y/o diarrea
(Madsen, 2011). Hong et al. (2011) analizaron mediante HRMAS-NMR suero y heces
de individuos que padecian esta enfermedad antes y después de ser tratados durante 2
meses con leches fermentadas que contienen cepas de lactobacilos y bifidobacterias.
Tras la administracién de probidticos, se normalizaron las alteraciones en los niveles
sanguineos de glucosa, tirosina y lactato. Alternativamente, Ponnusamy, Choi, Kim,
Lee & Lee (2011) mostraron diferencias entre los metabolitos presentes en los
intestinos de individuos que padecian SII y adultos sanos y establecieron una
correlacién entre los metabolitos encontrados y los microorganismos presentes en el
intestino. Las heces de los individuos que padecian IBS tenian concentraciones mas
altas de acetato de hidroxifenilo y propionato de hidroxifenilo, que son producidos a
partir de fenilalanina por Clostridium sp., y mostraron concentraciones aumentadas
de 4cido aminobutirico, que se correlaciona con la presencia de Faecalibactreium
prausnitzii. Se encontrd una correlacién entre las concentraciones de alanina, acido
glutdmico y d4cido piroglutdmico y la presencia de lactobacilos; sin embargo, el
recuento de células de estas bacterias en los intestinos fue mayor en sujetos que
padecian IBS. Por el contrario, los recuentos de células de las cepas de Bifidobacterium
fueron mas altos en adultos sanos.

La metabolémica es una herramienta interesante para estudiar el efecto de los
probioticos en la salud del huésped. Esta "émica" junto con el estudio de la proteémica
y gendmica del huésped puede proporcionar nueva informacién relacionada con los
efectos de los probidticos en la salud del consumidor. Ademas, la metabolémica puede

dar informacién sobre el efecto de la administracién de una cepa probidtica sobre el
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comportamiento metabolico de la microbiota residente de sujetos sanos y de aquellos
que padecen diferentes enfermedades como el SII (Mozzi et al., 2013).

Como conclusién, cabe resaltar que la biologia de sistemas es un enfoque
emergente que tiene un potencial colosal para estudios avanzados de bacterias
probioticas. Esto juega un papel esencial en el diagndstico y tratamiento de diversos
tipos de enfermedades y trastornos humanos. Este estudio es beneficioso para la
produccidén de productos biomédicos eficaces y eficientes. La biologia de sistemas crea
una nueva era de probidticos disefiados con aplicaciones terapéuticas para mejorar el
sistema inmunolédgico y el metabolismo. También es necesario autenticar modelos
predictivos sobre datos importantes, pero los métodos de validacion actuales se basan
en datos simulados para verificar la precisién de sus métodos. La simulacién de los
datos es el enfoque inicial para la optimizacién del método; esto rara vez se parece a la
realidad. Ademas, en la perspectiva del futuro, el concepto de probidticos evoluciona
en paralelo con el conocimiento sobre el microbioma intestinal funcional, un area de
investigacién que se ha desarrollado enormemente con el uso de la metagenémica, la
metabolémica proteémica y otras herramientas émicas. Todas estas herramientas y
técnicas son necesarias para conocer los estudios de redes metabdlicas y bioquimicas

de una cepa de importancia industrial (Yadav & Shukla, 2019).
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OBJETVOS

Las cepas de Lactiplantibacillus pentosus (anteriormente Lactobacillus pentosus)
aisladas de la fermentacidn natural y espontanea de la aceituna Manzanilla Alorefia
(Abriouel et al, 2012) han mostrado un gran potencial probiético in vitro segin los
resultados previos (Montoro et al, 2016). Ademas, los analisis de las propiedades
probioticas y de seguridad llevadas a cabo in vitro e in silico en L. pentosus revelaron
aspectos de gran interés en cuanto a su prometedora aplicaciéon como probidtico de
origen vegetal. En ese sentido, los resultados previos indicaron su gran capacidad de
supervivencia bajo condiciones simuladas del tracto gastrointestinal, capacidad de
autoagregacion y coagregacidon con diferentes patdgenos, adhesién con las células
epiteliales intestinales.

Teniendo en cuenta estos resultados, nuestro objetivo principal es determinar el
efecto de los aceites comestibles —como parte de la dieta- sobre las propiedades
funcionales y probidticas de estas cepas y cémo lograr obtener cepas mas robustas tras
someterlas a un estrés previo usando dichos aceites. En ese sentido, nuestros objetivos
en esta tesis doctoral se enmarcan en lo siguiente:

1. Determinar in vitro el efecto de los aceites comestibles sobre la supervivencia y
el crecimiento, asi como las propiedades probidticas de cepas con potencial
probiodtico de L. pentosus pre-adaptadas o no en presencia de diferentes aceites
vegetales comestibles.

2. Analizar a nivel molecular los efectos de los aceites sobre la funcionalidad de
las cepas con potencial probidtico de L. pentosus.

3. Analizar a nivel molecular los efectos de los aceites sobre la seguridad de las
cepas con potencial probidtico de L. pentosus en relacidn con la resistencia a
los antibidticos.

4. Elaborar estrategias para potenciar el efecto probidtico de las cepas de L.

pentosus mediante el uso de aceites vegetales comestibles.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: In this study, the survival and growth of seven probiotic Lactobacillus pentosus strains isolated from Alorefa green
Lactobacillus pentosus table olives in the presence of vegetable-based edible oils (i.e., sunflower, olive, linseed, soy, corn, almond and
Probiotics

argan) and mint essential oil were determined for the first time. Slight decreases in bacterial viability were
observed depending on the strain and oil exposure, mainly mint essential oil. However, pre-adaptating the
strains to the corresponding oils significantly increased their cell viabilities. As such, this study examined
whether pre-adaptating probiotic L. pentosus strains with oils will constitute a new strategy to increase stress
resistance, e.g., acids (pH 1.5) or bile (up to 3.6%) in food production and/or during digestion, and improve
functional probiotic properties. Improvements in stress resistance (acidic and bile conditions) were noticed in
some pre-adapted strains with oils; further, pre-adaptations with olive, argan, sunflower and linseed oils induced
gene expression (e.g., fus, rpsL, pgm, groEL, enol and prep) for moonlighting proteins involved in several stress
responses and other functions. As such, pre-adaptation with vegetable edible oils may represent a novel ap-
proach for manufacturing probiotic products by improving the stability of bacteria during industrial processes
that would otherwise reduce their viability and functionality.

Vegetable edible oils
Sub-lethal stress
qRT-PCR

1. Introduction

Probiotics of vegetable origin have been increasingly gaining in-
terest in the last ten years due to the demand for alternatively sourced
probiotics from vegetarians and individuals with lactose intolerance,
allergies, and dyslipidemia (Granato, Branco, Nazzaro, Cruz, & Faria,
2010), and by food manufacturers seeking different probiotics than
those isolated from conventional sources (e.g., dairy products, human
feces and breast milk). Lactic acid bacteria (LAB) represent a major
group of probiotic bacteria including Lactobacillus spp. and Bifido-
bacterium spp., the most commonly used probiotics besides yeasts
(Nousiainen, Javaninen, Setala, & von Wright, 2004; Saulnier, Spinler,
Gibson, & Versalovic, 2009). The autochthonous LAB isolated from
vegetables have the capacity to survive under extreme environmental
conditions such as acids, fluctuations of physical and nutritional con-
ditions, high concentration of indigestible nutrients and anti-nutritional

factors (Buckenhiiskes, 1997; Rossi et al., 2005). In particular, the
versatile species L. pentosus and L. plantarum have been found in a
variety of environmental niches including naturally-fermented olives,
which have been carriers of beneficial probiotic microorganisms cap-
able to improve microbial balance in gastrointestinal tracts (Abriouel
et al., 2012; Argyri, Panagou, & Tassou, 2016; Bautista-Gallego et al.,
2013; Pérez Montoro et al., 2016).

Probiotics are defined by FAO/WHO (2002) as live microorganisms
that, when administered in adequate amounts, confer a health benefit
to the host. Thus, to biologically function, probiotics must remain vi-
able during the processing, storage and transmission through the gas-
trointestinal tract (da Silva, de Fatima Bezerra, dos Santos, & Correia,
2015). Taking into account that viability is the most important para-
meter, there have been several strategies and approaches aimed to
improve their survivability, such as immobilization in edible films or
enclosed matrix (Ebrahimi et al, 2018; Nualkaekul, Cook,
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Khutoryanskiy, & Charalampopoulos, 2013). However, other methods
could be used, including stress-adaptation of probiotic bacteria, which
may trigger the induction of proteins known to improve their surviva-
bility and resistance to forthcoming environmental, technological and
gastrointestinal conditions (Casado Mufoz et al., 2016; De Angelis &
Gobbetti, 2011, Pérez Montoro et al., 2018).

On the other hand, questions usually arise regarding the effect of
diet or probiotics on the microbial diversity of the gut; however, the
effect of diet on probiotic functionality should also be considered. As
such, probiotics should include the exogenous bacteria administered
and also those autochthonous, or indigenous, of the gut. Overall, diets
can contain several substances that can enhance the activity of pro-
biotics, such as prebiotics, and compounds that can inhibit or decrease
(i.e., stress) the probiotic activity of some strains (Markowiak &
Slizewska, 2017; Ranadheera, Baines, & Adams, 2010). Treatments
have been strategically sought to improve the stability of probiotics in
terms of survivability and activity, since probiotics are fastidious and
nutritionally exigent and sensitive to environmental conditions. Thus,
dietary components such as edible oils could play an important role to
change probiotic activities. In this sense, several reports described the
use of some edible oils (e.g., fish oil, olive oil, rice-bran oil, and soybean
oil) in prebiotic formulations that provided long-term protection to the
organism and help maintain their proven probiotic properties and in-
creased life span and shelf life (Baksh, 2014). Vegetable edible oils such
as olive oil, sunflower oil, lineseed, soy, corn, almond and argan are
common in several diets depending on the geographical region; how-
ever, there remains a knowledge gap on their effect on probiotics of
vegetable origin such as Lactobacillus sp.

Several reports describe the responses of lactobacilli to stresses such
as extreme temperature, pH, osmotic pressure, oxygen, and starvation,
which physiologically affects the cells. Their physiological and mole-
cular mechanisms involved in stress response include the induction of a
specific proteins leading to possible increases in specific (i.e., a targeted
response) or multiple stress (generic response) tolerances. Among the
overexpressed proteins in lactobacilli include DnaK, GroEL, 30S-ribo-
somal proteins S1 and S6, ATP synthase subunit beta, MetK, phospho-
pyruvate hydratase, phosphoglycerate kinase, elongation factor Tu,
putative manganese-dependent inorganic pyrophosphatase, p-lactate
dehydrogenase, triosephosphate isomerase, fructosebisphosphate aldo-
lase, and nucleoside-diphosphate kinase, related to quorum sensing
(QS) and stress response mechanisms have been induced following
exposure to several stressors (De Angelis & Gobbetti, 2011). Here, new
insights into the molecular responses of L. pentosus pre-adapted with
vegetable edible oils were also provided and attempt to determine
whether edible oil adaptation influence their probiotic activities.

Specifically, this study assessed (for the first time) the effect of ve-
getable edible oils on seven probiotic L. pentosus strains isolated from
naturally-fermented Alorefna green table olives (Abriouel et al., 2012;
Pérez Montoro et al., 2016) with the aim to use the prebiotic oils in
microencapsulation-based formulations. Furthermore, the possibility
whether one could pre-adapt probiotics with oils to enhance their
probiotic activities, such as tolerance to acids and bile salts and thus
improve their stability in food production and effectiveness within the
intestinal tract, was investigated.

2. Materials and methods
2.1. Bacterial strains and growth conditions

Seven Lactobacillus pentosus strains, isolated from naturally-fer-
mented Aloreia green table olives (Abriouel et al., 2012) with probiotic
potentials (Pérez Montoro et al., 2016), were used in this study. These
strains were routinely cultured at 37 °C in de Man Rogosa and Sharpe
(MRS) broth (Fluka, Madrid, Spain) or agar under aerobic conditions
for 24-48 h. Cultures were maintained in 20% glycerol at —20 °C and
—80 °C for short- and long-term storage, respectively.
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2.2. The effect of oils on survival and growth of L. pentosus strains

To determine the effect of different vegetable edible oils (i.e., sun-
flower, olive, linseed, soy, corn, almond and argan) and the essential
mint oil on survival and growth of L. pentosus strains, an overnight
culture of each strain grown in MRS broth at 37 °C was inoculated at 2%
v/v in fresh MRS broth added with 2% v/v of each oil. Growth mon-
itoring was done in a 96-well plate (200 pul per well) by measuring the
optical density at 600 nm each hour for 23 h while incubating at 37 °C.
To verify, serial dilutions of the samples were plated onto MRS agar
plates at different time intervals (0, 8 and 24 h) to determine viable
bacterial counts (log;o CFU/ml) following incubation at 37 °C for 48 h.
Furthermore, pH monitoring was conducted in all treatments after 24 h
of growth. Each experiment was done in triplicate.

2.3. Acid and bile tolerance in oil-adapted Lactobacillus pentosus strains

Overnight culture of each strain was inoculated (2% v/v) into fresh
MRS broth and with different oils added at 2% v/v. Samples were in-
cubated under aerobic conditions for 24 h at 37 °C, and they were then
re-cultured three times in the same concentration of oil. On the fourth
day, adapted-strains were re-cultured into fresh MRS broth without any
oils and then kept in 20% glycerol at —20 °C and — 80 °C for short- and
long-term storage, respectively.

To compare the effect of adaptation on growth and survival in the
presence of different oils, overnight cultures of each adapted L. pentosus
strain from each oil was cultured in MRS broth with and without dif-
ferent oils added. Growth and survival rates of each adapted strains
were measured.

Assays to determine whether oil adaptation had an effect on survi-
vability under gastric conditions, including acidity (pH 1.5-2) and bile
salts (1.8 and 3.6%). were done according to methods described by
Millette et al. (2008). Simulated gastric fluid (SGF) was formulated
(U.S. Pharmacopeia): 3.2 g/liter of pepsin (Sigma), 2.0 g/liter of NaCl,
and pH adjusted to 1.5 or 2.0 by the addition of HCI (10 N). Volumes
(0.5 ml) of overnight cultures in MRS broth were added to 9.5 ml of SGF
and then incubated at 37 °C under mild agitation (200 rpm) in a G24
environmental incubator shaker (New Brunswick Scientific Co. Inc.,
NJ). After 30 min of incubation, 10 ml of culture were harvested, cen-
trifuged and resuspended in 1 ml of sterile phosphate-buffered saline
(PBS; pH 7.4). Immediately, culture suspensions were serially diluted in
0.85% NaCl solution and plated onto MRS agar. Plates were incubated
under aerobic conditions at 37 °C for 48h, and they were then ex-
amined visually for bacterial growth. As a control, PBS was used instead
of SGF to determine the initial CFU/ml for each strain.

Regarding bile-salt tolerance, MRS broths amended with 0%, 1.8%
or 3.6% w/v bile-salt mixture (Sigma B-3426) were inoculated with 2%
v/v overnight cultures, and the growth and survival rates were then
obtained by measuring the absorbance at 600 nm for 23 h in parallel
with viable counts at different time intervals (0, 8 and 24 h) onto MRS
agar. Plates were incubated at 37 °C for 24-48 h for log;, CFU/ml de-
terminations.

2.4. Stress/tolerance genes in oil-adapted L. pentosus strains

2.4.1. Detection of stress/tolerance genes

Total genomic DNA was isolated from L. pentosus strains using DNA
Extraction Kit (Xtrem Biotech SL, Granada, Spain) according to the
manufacturer's instructions. DNAs were frozen at —20°C until re-
quired. The detection of selected genes (gapd, coding for glycer-
aldehyde-3-phosphate dehydrogenase; tuf, coding for elongation factor
Tu; fus, coding for elongation factor G; prep, coding for prepilin; groEL,
coding for heat shock protein GroE; enol, coding for enolase; adhes,
coding for adhesin; pgm, coding for phosphoglycerate mutase; and rpsL,
coding for 30S ribosomal subunit protein S12) was done by PCR using
primers designed in this study based on L. pentosus MP-10 genome
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Table 1
Primers and PCR conditions used in this study.

Gene Primer Sequence (5-3") Annealing Temperature (°C) PCR product size (bp) Reference

gapd gapd-F TCAAGAAGCATACTGAAGG 52 165 This study
gapd-R TATCGTACCAAGCAACAGTC

tuf tuf-F TCCACAATTCTACTTCCACAC 58 176 This study
tuf-R TATGACCACCTTCACGAACC

fus fus-F AGGTTTGAAGGAAGCTATGG 58 274 This study
fus-R TTCCATACCTTCGATGTTACC

prep prep-F TACAATCTAGTC TAGTTGAAG 55 172 This study
prep-R AGCACTGCAGGTGTAATGA

groEL groEL-F TTACAAGAACGTTTAGCTA 50 187 This study
groEL-R ATGCAGCAACGTCTTTGA

enol enol-F AGTACCCAATCGTTTCCAT 51 134 This study
enol-R AAGGTAGTCCGTGTTCGTA

adhes adhes-F AATCACGATACGACCGCA 51 176 This study
adhes-R ATTGACAACTGTTGCCCA

pgm pgm-F ATGGCGCAATTTTCAATTTACT 54 274 Pérez Montoro et al. (2018)
pgm-R AGCCGTAGAAGACTTCCCG

rpsL rpsMP-10-Fw ATTAATTCGTAAAGGCCGT 55 176 Casado Munoz et al. (2016)
rpsMP-10-Rv ACTTCCGTAAAGCCGAGTTA

pheS pheS-21F CAYCCNGCHCGYGAYATGC 60 411 Naser et al. (2005)
pheS-23R GGRTGRACCATVCCNGCHCC
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Fig. 1. Viability of L. pentosus strains in the presence of edible oils and mint essential oil during incubation at 37 °C in MRS broth for 24 h. Optical density at 600 nm
was monitored (A, C, E, G, I, K and M) each hour, and the count of viable cells (CFU/ml) was determined (B, D, F, H, J, L and N) after 7 and 24 h for each strain.
Values are expressed as the mean of the log;o (CFU/ml) of three independent experiments; error bars represent standard deviations.
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Fig. 2. Acidification capacity of L. pentosus strains grown in the presence of
vegetable edible oils and mint essential oil in MRS broth at 37 °C for 24 h.
Significant differences (p < 0.05) in acidification capacity revealed by two-
way ANOVA were dependent on the variable oil (A) and L. pentosus strain (B).

sequence (Abriouel et al., 2016). Primers and annealing temperatures
are described in Table 1.

2.4.2. Quantitative reverse-transcriptase PCR of stress/tolerance genes

RNA extractions were done using Direct-zol™ RNA Miniprep (Zymo
Research, California, USA) according to the manufacturer's instructions.
RNA quantification and quality assessment were carried out using a
NanoDrop 2000 spectrophotometer (Thermo Scientific). RNAs were
adjusted to a concentration of 500 ng/ml and frozen at —80 °C until
required for analysis.

The expression of selected genes (Table 1) was analysed by quan-
titative, real-time PCR (qRT-PCR) using SensiFAST™ SYBR & Fluor-
escein One-Step Kit (BIOLINE). Phenylalanyl-tRNA synthase alpha-
subunit (pheS) gene was used as a housekeeping gene (Naser et al.,
2005), and a no-template control (NTC) was used as a negative control.
Quantitative PCRs (qPCRs) were performed in triplicate on a CFX96
TouchTM Real-Time PCR Detection System from BioRad using 2 Power
SYBR green chemistry.

2.5. Statistical analysis

All analyses were done in triplicate. Statistical analyses of data were
accomplished using Excel 2007 program to determine the average
data + standard deviations. Statistical treatment of pH data was con-
ducted by analysis of variances (ANOVA) in Statgraphics Centurion
XVI, software using Shapiro-Wilk test and the Levene test to check data
normality; the two-sided Tukey's Test determined the significance of
differences among strain or oil treatments, where a P-value of < 0.05
was considered statistically significant.
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3. Results

3.1. Evaluation of the protective/inhibitory effect of vegetable oils on L.
pentosus strains

The influence of vegetable edible oils and mint (an essential oil) on
the growth of potentially probiotic L. pentosus strains in MRS broth
medium was examined. Based on the growth kinetics and survival-
ability, each L. pentosus strain responded differently to oils. Overall, the
essential mint oil inhibited all L. pentosus strains by decreasing bacterial
counts <1.2 log;o units after 24 h incubation at 37 °C, while almond,
linseed or sunflower oils had antimicrobial effect against some L. pen-
tosus strains (Fig. 1).

pH were recorded as a possible indicator of the impact from vege-
table oils (edible and essential) on growing L. pentosus. After 24 h
growth at 37 °C, individual L. pentosus strains did not exhibit any pH
differences with each oil (pH 3.6-4.0) except mint essential oil, which
resulted in pH 5.1-5.5 values (Fig. 2A). However, significant differ-
ences were detected between the seven L. pentosus strains representing
5 dissimilar groups, with strains L. pentosus MP-10/L. pentosus CF2-12
and L pentosus AP2-15/L. pentosus AP2-16 (each pair) belonging to the
same homologous groups (Fig. 2B).

3.2. Influence of oil-adaptation on survival and growth of L. pentosus
strains

Oil-adapted L. pentosus strains exhibited an improvement in their
survival and growth kinetics (Fig. S1). In fact, oils such as mint or al-
mond, which previously decreased the growth of L. pentosus strains, did
not exhibit any inhibitory effect on pre-adapted cells. All bacteria ex-
perienced improved growth capacity throughout their incubation
period (23 h), as observed by monitoring their absorbance at 600 nm
and bacterial enumeration (Fig. S1). When the survival and growth of
each adapted strain (with each oil) were evaluated against the eight oil
treatments used in the present study, it was observed that pre-adapta-
tion with some oils improved growth of L. pentosus strains in the pre-
sence of the same oil and others (Table 2); this highly depended on the
L. pentosus strain and the oil used. However, overall soy, olive, corn and
argan induced growth improvements for most L. pentosus strains
(Table 2).

3.3. Evaluation of probiotic features in oil-adapted L. pentosus strains

Clear differences in acid tolerance were observed among oil-adapted
L. pentosus strains, depending on the pH tested and the oil used for
adaptation. At pH 2.0 all bacteria similarly grew (whether pre-adapted
or not with oil) regardless of the oil used for adaptation, and similarly
as those in PBS (Table 3). However, treatment-related statistically sig-
nificant differences were detected at pH 1.5, at which L. pentosus strains
adapted with corn and argan (5/7 strains), and soy (4/7 strains) ex-
hibited increased growth capacity than the non-adapted cells by
0.31-6.45 log; o units after 24-h incubation at 37 °C. However, other oils
such as olive almonds, sunflower and linseed provided protection
against acidity for some L. pentosus strains (2-3/7 strains), increasing
their counts by 0.26-5.2 log;o units after 24-h incubation at 37°C
(Table 3).

With regards to bile salts, olive, lineseed and argan oils increased
bile tolerance (statistically significant with P-value of < 0.05) of some
L. pentosus strains at both concentrations (1.8 and 3.6%), increasing
bacterial counts by 0.16-0.76 logio units after 8/24-h incubation at
37 °C, followed by other oils such as sunflower, almonds or corn, which
increased bacterial counts of few strains by 0.18-0.89 log;o units after
8/24-h incubation at 37 °C (Table 4).
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Table 3
Viable counts of oil-adapted L. pentosus strains after exposure to acidic and
standard conditions.

Strains Viability of oil-adapted L. pentosus strains (Log;o CFU/ml)*
oil- pH 1.5 pH 2 PBS
adapted
strains”
L. pentosus Control 0.00 + 0.00° 9.00 + 0.00% 9.16 + 0.09¢
CF1-6 Sunflower 0.00 *+ 0.00° 9.08 *+ 0.00°  8.60 % 0.00°
Olive 3.71 + 0119 9.06 + 0.15°  9.08 + 0.09"
Linseed 4.46 = 0.06° 892 = 0.15°  9.18 + 0.09°
Soy 153 + 1.33>  9.02 * 0.10°  9.14 = 0.10°
Corn 1.53 + 1.33>  9.08 = 0.00*°  8.99 * 0.05"
Almonds 3.08 = 0.07° 899 = 0.09° 911 + 0.11%
Argan 0.00 = 0.00° 9.04 = 0.06°  8.85 = 0.11°
L. pentosus Control 1.63 + 1.42> 883 = 0.02¢  9.22 + 0.03°
CF2-12 Sunflower 0.00 + 0.00° 873 * 0.07°Y  9.06 + 0.08°
Olive 0.00 = 0.00° 839 * 0.08° 896 + 0.09°
Linseed 0.00 = 0.00° 853 = 0.05°> 896 + 0.09°
Soy 0.00 = 0.00° 833 = 0.06°  8.99 + 0.05%
Corn 0.00 = 0.00° 8.65 = 0.10™  8.98 + 0.05
Almonds 0.00 *+ 0.00° 873 + 0.03%¢ 918 + 0.03"
Argan 0.00 + 0.00° 860 + 0.11> 914 + 0.04%>
L. pentosus Control 2,69 = 0.12° 9.22 + 0.08%  9.13 + 0.08¢
AP2-15 Sunflower 4.02 + 0.10¢ 890 + 0.03®>  9.05 + 0.02%
Olive 460 *+ 0.00° 893 + 0.03> 890 + 0.02%®
Linseed 0.00 = 0.00° 877 = 0.07°  8.85 + 0.01%
Soy 4.48 + 0.09° 8.88 = 0.09°  9.00 + 0.01™
Corn 455 + 0.03° 9.02 + 0.12>  8.82 + 0.03*
Almonds 3.99 = 0.09 9.07 + 0.10°  8.85 + 0.03*
Argan 3.37 + 0.14° 8.95 * 0.04™ 8.86 + 0.02°
L. pentosus Control 4.84 * 0.09 9.03 + 0.05* 9.14 + 0.04°
AP2-16 Sunflower 5.10 + 0.08° 9.02 + 0.12>  9.06 + 0.15%
Olive 477 + 0.04% 894 + 0.06®  9.06 + 0.08%
Linseed 418 * 0.09° 9.18 + 0.04° 9.10 * 0.07%°
Soy 4,07 * 0.10° 9.05 + 0.08"  9.04 + 0.12%®
Corn 452 + 0.04° 9.05 = 0.08" 8.87 + 0.03*
Almonds 3.74 + 0.05% 9.07 + 0.10”  9.09 + 0.11%®
Argan 515 = 0.13° 8.69 * 0.12°  8.94 + 0.04®
L. pentosus Control 0.00 *+ 0.00° 9.07 + 0.10°> 9.25 + 0.03¢
MP-10 Sunflower 0.00 + 0.00° 8.99 + 0.12  8.99 * 0.06°
Olive 0.00 *+ 0.00° 9.20 + 0.08°> 922 + 0.05"
Linseed 0.77 * 1.33* 910 + 0.14°> 920 + 0.03"
Soy 5.48 = 0.00° 9.25 = 0.10°® 9.19 + 0.14
Corn 6.45 + 0.03¢ 912 + 0.07°> 923 + 0.03"
Almonds 517 = 0.03° 9.32 = 0.09°  8.84 + 0.04°
Argan 3.07 = 0.10° 9.29 = 0.13"  9.18 + 0.09™
L. pentosus Control 0.00 + 0.00° 9.37 + 0.02¢ 9.12 * 0.02°
CF2-10 Sunflower  0.00 + 0.00° 9.14 = 0.09®  9.04 = 0.11°
Olive 0.00 = 0.00° 889 = 0.16°  9.18 + 0.03"
Linseed 0.00 = 0.00° 9.24 = 0.06™  9.05 + 0.04"
Soy 0.00 = 0.00° 9.19 = 0.11>* 876 + 0.10%
Corn 3.71 + 0.20° 9.16 + 0.07°>  9.22 + 0.05°
Almonds 0.00 = 0.00° 9.15 = 0.15>  8.60 + 0.00°
Argan 245 * 0.21° 884 + 0.09°  9.09 + 0.05°
L. pentosus Control 0.00 + 0.00* 894 + 0.06”  9.05 + 0.04*
CF1-39 Sunflower 0.93 + 1.60° 850 + 0.17°  9.14 + 0.04®
Olive 3.14 = 0.12°° 9.00 = 0.20°¢ 9.09 + 0.05°
Linseed 3.94 + 0.06° 9.18 + 0.06°  9.12 + 0.06*®
Soy 410 = 0.08° 882 * 0.07°  9.28 + 0.04°
Corn 2.45 * 021°  9.09 + 0.15°  9.29 + 0.02¢
Almonds 0.00 *+ 0.00° 9.02 + 0.12°¢ 9,07 + 0.10°
Argan 2,69 + 0.12° 9.07 + 0.12¢¢  9.23 + 0.06™

Numbers represent log;, values, their mean * standard deviations ( = SD).
*: Different lowercase letters represent significant differences according to 2-
sided Tukey's HSD between strains (p < 0.05).

@ Oil-adapted L. pentosus strains with sunflower, olive, linseed, soya, corn,
almonds and argan oils.Control, non-adapted strain.

3.4. Analysis of stress/tolerance gene expression in oil-adapted L. pentosus
strains

qRT-PCR was used to evaluate the differences between oil-adapted
L. pentosus strains (which showed an increase bile tolerance and/or acid
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resistance) and wild-type strains (non adapted) in their expression of
stress/tolerance genes: gapd, tuf, fus, prep, groEL, enol, adhes, pgm and
rpsL. Firstly, screening of L. pentosus strains for all nine genes by con-
ventional PCR was done, and the results (data not shown) showed only
eight genes detected in all L. pentosus strains, while the adhes gene was
only detected in two strains: L. pentosus MP-10 and L. pentosus CF2-10N.

Differential expression analyses (RT-qPCR) revealed that fus, rpsL,
groEL and pgm became over-induced in oil-adapted L. pentosus strains
(Fig. 3); however, the repertoire of genes induced in oil-adapted strains
differed from each other. Genes fus, rpsL and pgm of L. pentosus CF1-6
were over-expressed in sunflower- and argan-adapted cells that became
bile-tolerant (Fig. 3A). Furthermore, gapd and fus genes were over-ex-
pressed in sunflower- (bile tolerant) and olive-adapted (bile and acid
tolerant) L. pentosus CF1-6, respectively (Fig. 3A). However, L. pentosus
CF2-12 revealed that prep, enol, groEL, gapd and rpsL genes became
over-expressed in linseed-adapted cells, and only prep gene was over-
expressed in olive-adapted cells; all aforementioned oil adaptations
created bile tolerance in this strain (Fig. 3B). Regarding L. pentosus AP2-
15, groEL, enol, pgm and rpsL genes were over-expressed in oil-adapted
cells exhibiting acid resistance (Fig. 3C). However, L. pentosus AP2-16
adapted with sunflower or argan oils showed an increase in the ex-
pression of rpsL, pgm, and fus genes, and exhibited acid resistance
(Fig. 3D). On the other hand, L. pentosus MP-10 adapted with olive oil
exhibited bile tolerance, and their over-expressed genes were groEL,
enol, fus, pgm and rpsL; however, adaptations with other oils such as soy,
almond or argan induced an over-expression of groEL, pgm and enol,
respectively in acid-tolerant cells (Fig. 3E). Concerning L. pentosus CF2-
10N, pgm, fus and rpsL genes were over-expressed in olive or linseed-
adapted cells, which exhibited bile tolerance (Fig. 3F). Furthermore,
over-expressed prep gene was also observed in linseed-adapted cells that
were bile tolerant (Fig. 3F). L. pentosus CF1-39 adapted with linseed,
soy, corn or argan oils exhibited an over-expression of gapd, prep, tuf,
and enol; adapted cells were acid-resistant (Fig. 3G).

Quantification of gene expression revealed that some genes were
over-expressed up to 37-303 times when compared with controls: e.g.,
9-61 fold change in argan-adapted L. pentosus CF1-6, 2-60 fold change
in linseed-adapted L. pentosus CF2-12, 2-37 fold change in argan-
adapted L. pentosus AP2-15, 11-70 in sunflower-adapted L. pentosus
AP2-16, 23-303 fold change in olive-adapted L. pentosus MP-10, 3-95
fold change in linseed-adapted L. pentosus CF2-10 and 2—4 fold change
in argan-adapted L. pentosus CF1-39 (Fig. 3).

4. Discussion

Vegetable edible oils have been proposed for centuries as food-grade
ingredients, condiments, cosmetics and also as therapeutic agents due
to their antimicrobial and/or anti-inflammatory activities (Gurib-
Fakim, 2006; Riechart, 2002). Furthermore, vegetable oils have been
used as components for emulsions carrying microorganisms, genes,
antigenic proteins and drugs (Nam, Park, Kim, Kwon, & Jeong, 2009;
Ying et al., 2010). However, as a dietary component, little information
remains available about their effects on probiotics and other healthy
bacteria in food products and the gut (Shahdadi et al., 2015). To ensure
the functionality of probiotics, microorganisms must remain viable
throughout the shelf-life of the products, in which they are in-
corporated, and within the gastrointestinal tract (Galdeano & Perdigon,
2004). As such, vegetable edible oils added to probiotic foods, or as part
of diet, may affect their viability and functionality; they constitute a
source of potent natural biologically active agents unable to dis-
criminate between beneficial and pathogenic bacteria (Nychas, Tassou,
& Skandamis, 2003). On the other hand, essential oils have been re-
ported to inhibit pathogens, and against some probiotic bacteria
(Mahmoudi, Payman, Parviz, & Soma, 2014; Nychas, 1995). Taking
into consideration these reports, the current study had two main goals:
firstly, in vitro evaluation of how dietary oils affect the growth of pro-
biotic bacteria, and secondly, how pre-adaptation with vegetable edible



E. Alonso Garcia, et al.

Table 4
Viable counts of oil-adapted L. pentosus strains after exposure to bile salts.
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Oil-adapted strains”

Viability of oil-adapted L. pentosus strains (Log;o CFU/ml) in the presence of different bile concentration*

1.8% 3.6%
0Oh 8h 24h 0h 8h 24h
L. pentosus CF1-6 Control 5.39 + 0.03° 5.83 + 0.18° 7.56 + 0.05% 5.06 = 0.08° 5.20 * 0.03° 7.18 = 0.10°
Sunflower 5.39 * 0.03% 6.72 * 0.17° 7.73 + 0.04° 5.06 = 0.08° 5.80 = 0.17° 7.18 + 0.05°
Olive 5.39 + 0.03% 6.36 = 0.10¢ 7.50 * 0.10° 5.06 * 0.08% 5.47 * 0.05¢ 6.91 * 0.17%
Linseed 5.39 + 0.03° 5.50 + 0.17% 7.69 + 0.09% 5.06 = 0.08° 5.01 = 0.20° 7.22 + 0.08™
Soy 5.39 + 0.03° 5.76 + 0.14 7.35 = 0.02°° 5.06 = 0.08° 5.19 + 0.11°% 7.24 + 0.02"
Corn 5.39 * 0.03% 5.39 + 0.10° 7.29 * 0.15% 5.06 + 0.08° 5.27 + 0.09"¢ 7.19 * 0.05"
Almonds 5.39 + 0.03% 5.69 + 0.09° 7.42 * 0.06™ 5.06 + 0.08% 5.09 + 0.09%° 7.15 * 0.05°
Argan 5.39 * 0.03° 6.59 = 0.11° 7.60 = 0.02% 5.06 = 0.08° 5.40 = 0.17° 7.36 = 0.06°
L. pentosus CF2-12 Control 7.17 * 0.15% 7.16 * 0.05%¢ 7.62 * 0.27" 7.14 + 0.08° 7.05 * 0.10%° 7.85 + 0.05%
Sunflower 7.17 + 0.15° 7.07 + 0.10° 7.46 + 0.04°° 7.14 * 0.08° 6.97 = 0.12° 7.79 * 0.10°
Olive 7.17 + 0.15° 7.56 + 0.07° 7.94 + 0.03° 7.14 * 0.08° 7.63 = 0.13¢ 8.25 + 0.13°
Linseed 7.17 * 0.15% 7.40 + 0.03¢ 7.80 + 0.03% 7.14 * 0.08° 7.17 + 0.02" 8.00 + 0.06%
Soy 7.17 * 0.15% 7.14 * 0.09%°¢ 7.44 * 0.05% 7.14 * 0.08% 6.96 * 0.16% 7.67 * 0.09
Corn 7.17 + 0.15° 7.19 = 0.11% 7.32 + 0.01° 7.14 * 0.08° 7.06 = 0.09°> 7.02 % 0.05°
Almonds 7.17 + 0.15° 7.10 + 0.09°° 7.83 = 0.15% 7.14 + 0.08° 6.96 * 0.16° 7.77 + 0.10°
Argan 7.17 + 0.15° 7.24 + 0.09° 7.65 = 0.04° 7.14 = 0.08° 7.24 + 0.02° 7.50 = 0.15°
L. pentosus AP2-15 Control 7.14 * 0.022 7.39 + 0.04 7.78 + 0.00™ 7.08 * 0.15% 7.09 * 0.09° 7.44 * 0.04%°
Sunflower 7.14 + 0.02° 7.41 + 0.02° 7.84 + 0.03" 7.08 * 0.15° 6.99 = 0.12°° 7.55 = 0.02°
Olive 7.14 * 0.02% 7.31 = 0.16™ 7.99 * 0.06° 7.08 * 0.15% 7.07 * 0.15% 7.51 * 0.02%°
Linseed 7.14 * 0.02% 7.38 + 0.11% 7.54 * 0.04% 7.08 * 0.15% 7.01 + 0.15% 7.49 * 0.06™
Soy 7.14 + 0.02° 7.46 + 0.04° 7.92 + 0.01° 7.08 * 0.15° 7.08 + 0.15° 7.36 * 0.03°
Corn 7.14 + 0.02° 7.34 + 0.08° 7.52 + 0.06° 7.08 * 0.15° 7.23 = 0.00° 7.52 = 0.07°°
Almonds 7.14 + 0.02° 7.22 + 0.10° 7.57 + 0.08° 7.08 = 0.15° 6.90 = 0.09° 7.39 = 0.02*°
Argan 7.14 + 0.02% 7.27 + 0.01% 7.62 + 0.08% 7.08 * 0.15% 7.01 + 0.09%° 7.38 + 0.05%
L. pentosus AP2-16 Control 7.11 + 0.10° 7.56 + 0.07°° 7.24 + 0.09° 7.16 = 0.11° 7.51 = 0.15° 7.08 * 0.07°
Sunflower 7.11 * 0.10° 7.77 + 0.10° 7.26 + 0.08° 7.16 = 0.11° 7.36 = 0.02° 7.15 * 0.02°
Olive 7.11 = 0.10° 7.64 + 0.19° 7.31 + 0.04° 7.16 = 0.11° 7.50 + 0.05° 7.16 = 0.07°
Linseed 7.11 + 0.10° 7.39 + 0.12° 7.25 = 0.00° 7.16 = 0.11° 7.51 + 0.03° 7.32 = 0.10°
Soy 7.11 * 0.10% 7.74 = 0.13° 7.32 * 0.00% 7.16 = 0.11° 7.49 = 0.04° 7.11 + 0.02°
Corn 7.11 * 0.10% 7.73 * 0.05° 7.16 * 0.09% 7.16 * 0.11% 7.49 * 0.04° 7.34 * 0.02°
Almonds 7.11 + 0.10° 7.65 + 0.07° 7.19 + 0.01° 7.16 = 0.11° 7.52 + 0.02° 7.13 * 0.03°
Argan 7.11 * 0.10° 7.68 * 0.14° 7.19 * 0.13% 7.16 * 0.11° 7.52 = 0.02° 7.11 + 0.05°
L. pentosus MP-10 Control 7.22 * 0.06% 7.65 * 0.16° 7.89 * 0.06%° 7.18 * 0.09% 7.44 * 0.04% 8.04 + 0.04%"
Sunflower 7.22 + 0.06° 7.36 = 0.10° 7.90 = 0.07°° 7.18 * 0.09° 7.44 = 0.10° 7.93 + 0.10°
Olive 7.22 * 0.06° 7.52 + 0.07°° 8.05 = 0.04° 7.18 + 0.09° 7.43 + 0.03° 8.25 + 0.03¢
Linseed 7.22 * 0.06% 7.49 * 0.09%° 7.98 * 0.15% 7.18 * 0.09° 7.41 * 0.05% 7.94 + 0.13%
Soy 7.22 + 0.06° 7.53 + 0.11%° 8.03 + 0.02°° 7.18 = 0.09° 7.42 + 0.05° 7.90 % 0.05°
Corn 7.22 + 0.06° 7.52 + 0.03%° 7.81 = 0.11° 7.18 * 0.09° 7.43 + 0.03° 8.18 = 0.04™
Almonds 7.22 * 0.06% 7.48 + 0.07%° 7.88 + 0.03* 7.18 * 0.09° 7.46 * 0.08% 7.94 * 0.11%°
Argan 7.22 + 0.06° 7.38 + 0.06° 7.87 + 0.19%° 7.18 % 0.09° 7.38 + 0.04° 8.14 = 0.09°>
L. pentosus CF2-10 Control 7.17 + 0.10° 7.80 + 0.08°¢ 7.93 + 0.10° 7.36 * 0.08° 7.59 + 0.16° 7.89 + 0.11°
Sunflower 7.17 + 0.10° 7.69 * 0.12" 8.11 + 0.02%¢ 7.36 + 0.08* 7.95 + 0.05% 8.36 + 0.04%¢
Olive 7.17 * 0.10% 7.83 + 0.13%% 8.26 + 0.04° 7.36 * 0.08% 7.90 + 0.09°¢ 8.46 + 0.08%¢
Linseed 7.17 * 0.10% 7.94 + 0.12% 8.31 + 0.11° 7.36 * 0.08% 7.80 + 0.04%" 8.48 + 0.01¢
Soy 7.17 + 0.10° 7.65 + 0.16™ 7.69 = 0.09° 7.36 = 0.08° 7.65 = 0.07°° 7.98 + 0.15%°
Corn 7.17 * 0.10% 7.98 * 0.03° 7.98 * 0.02" 7.36 * 0.08% 8.03 * 0.14¢ 8.11 * 0.07°
Almonds 7.17 + 0.10° 7.64 + 0.06°° 8.01 = 0.06™ 7.36 = 0.08° 7.64 = 0.19° 8.32 * 0.05°
Argan 7.17 + 0.10° 7.47 + 0.06° 8.18 + 0.10% 7.36 = 0.08° 7.62 * 0.15° 8.07 = 0.07°
L. pentosus CF1-39 Control 7.25 + 0.06° 7.48 + 0.06° 7.36 = 0.02° 7.18 = 0.12° 7.43 = 0.02°° 7.15 = 0.06°
Sunflower 7.25 * 0.06% 7.37 + 0.13% 7.22 * 0.05™ 7.18 * 0.122 7.40 * 0.12%° 7.05 * 0.13%
Olive 7.25 * 0.06% 7.49 + 0.08° 7.12 * 0.13% 7.18 * 0.122 7.49 * 0.04° 7.19 * 0.09%
Linseed 7.25 + 0.06° 7.43 + 0.02°° 7.36 = 0.01° 7.18 = 0.12° 7.33 = 0.12° 7.09 + 0.02°
Soy 7.25 + 0.06° 7.46 + 0.14° 7.23 + 0.05™ 7.18 = 0.12° 7.31 = 0.04° 7.13 * 0.16°
Corn 7.25 + 0.06° 7.31 + 0.08° 7.23 + 0.03% 7.18 = 0.12° 7.36 = 0.09°° 7.06 = 0.03°
Almonds 7.25 + 0.06° 7.50 + 0.03° 7.19 * 0.08° 7.18 = 0.12° 7.31 = 0.10° 7.02 * 0.05°
Argan 7.25 + 0.06° 7.46 + 0.05° 7.04 = 0.12° 7.18 = 0.12° 7.33 = 0.01° 7.07 % 0.06°

Numbers represent log;, values, their mean =+ standard deviations ( = SD).

*: Different lowercase letters represent significant differences according to 2-sided Tukey's HSD between strains (p < 0.05).
@ Oil-adapted L. pentosus strains with sunflower, olive, linseed, soya, corn, almonds and argan oils.

oils increase probiotic bacteria robustness and improved probiotic
features.

In this study, the effect of edible oils on the growth of probiotic L.
pentosus strains isolated from Alorefia green table olives was examined
in vitro, since there is great interest in developing probiotic foods con-
taining oils. As such, the viability (i.e., survivability and optimal
growth) of probiotic cells must be ensured during food processing and
storage, as well as within the gastrointestinal tract where they promote

health benefits (Ranadheera et al., 2010). This study indicates that the
tested vegetable oils (at 2% as an adequate concentration to test all oils)
promoted varying levels of growth inhibition of probiotic L. pentosus,
and each probiotic L. pentosus strain responded differently although the
cell counts were often greater than the minimum 108 CFU/ml require-
ment for a product to be considered probiotic. Furthermore, mint es-
sential oil showed the greatest inhibitory effect when compared with
the other oils (i.e., sunflower, olive, linseed, soy, corn, almond and
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Fig. 3. Analysis of the expression of gapd, tuf, fus, prep, groEL, enol, adhes, pgm and rpsL genes in oil-adapted L. pentosus strains. The relative expression level in control
(non-adapted L. pentosus strains) was set to one for fold expression analysis in other experimental groups. Each bar represents mean value and standard deviation as
error bar of three independent experiments. * denotes significant differences in gene expression between controls and oil-adapted L. pentosus strain (P < 0.05).

argan), decreasing bacterial viability up to 1.2 log;o units following a
24-h incubation, with cell counts in most cases remaining > 10® CFU/
ml. In a similar manner, Feniman Moritz, Mores Rall, Juri Saeki, and
Fernandes Junior (2012) reported that mint essential oil only caused
sublethal stress to a probiotic L. rhamnosus in fermented milk during its
shelf-life period; however, Shahdadi et al. (2015) indicated that mint
essential oil decreased the viability of probiotic L. acidophilus and in-
hibited pH reduction during the storage of drinking yoghurt. The fatty
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acids, present as triglycerides in these oils, and polyphenols directly
inhibit the viability of probiotic bacteria depending on the type of oil
and reactions by the exposed strain. Here, both the growth and capacity
to acidify were relatively affected by the oils treatments, especially by
mint essential oil, although they often did not decrease cell viabilities
below the minimum count required to be considered a probiotic. In
light of these findings, the ingestion of some oils may affect the viability
of some beneficial bacteria, but could aid in the reduction of pathogens



E. Alonso Garcia, et al.

in both food products and the gut.

Considering that the viability of probiotic bacteria and their func-
tionality depend on the strain and the oil used, second-generation
probiotics were obtained by pre-adaptating probiotic L. pentosus strains
with the different oils. The use of second-generation probiotics may
have additional positive effects, including enhanced probiotic activities
compared to the parental L. pentosus strains. The results showed im-
proved growth rate of adapted bacteria (versus non-adapted bacteria)
once exposed to oils, reaching similar or greater viable counts (up to 9
logyo units) than controls grown in the absence of oils. In this sense,
probiotic bacteria respond to stress by producing specific substances,
such as exopolysaccharides and proteins which may protect cells from
further stressors (Nguyen et al., 2016). Furthermore, this adaptation
had a great impact on their probiotic features as detected in vitro, such
as tolerance to low pH and bile salts. On the other hand, it has been
widely reported that probiotic features are highly linked to strain and
their produced substances; however, exposure conditions to the pro-
biotic strain are crucial to determine their functionality such as re-
sponses to different environmental (including gastrointestinal) or
technological stresses. Pre-exposing probiotic bacteria to stress can af-
fect their robustness as reported previously by Casado Mufoz et al.
(2016), which indicated that pre-exposure of probiotic L. pentosus to
acids enhanced probiotic functions such as auto-aggregation via surface
proteins. Other studies revealed that probiotics pre-adapted to multiple
stress factors such as acids, bile or temperature are more robust under
simulated gastrointestinal conditions than their parental counterparts,
and exhibit enhanced antagonistic actions against pathogens (Mathipa
& Thantsha, 2015). Following on these studies, the survivability of oil-
adapted L. pentosus strains under low pH and high bile concentration
was compared; the results demonstrated that pre-adaptation of pro-
biotics with some oils improved their acid and bile tolerance. Acid
tolerance of the non-adapted and the adapted L. pentosus strains was
similar at pH 2.0, however evident differences were detected at pH 1.5,
depending on the oil used and the strain tested. Overall, corn, argan,
sunflower and soy most effectively induced acid tolerance in almost all
L. pentosus strains, followed by olive, almond and lineseed oils. How-
ever, olive, linseed and argan oils increased bile tolerance in most L.
pentosus strains. These results suggest that different mechanisms were
used to withstand both stresses applied in this study.

To gain a greater insight into molecular mechanisms involved in
acid/bile tolerance after oil adaptation, the expression of genes in-
volved in stress/tolerance response was compared. Previous studies
(e.g., Pérez Montoro et al., 2016), using comparative proteomic ana-
lysis, determined that the protein markers involved in acid resistance in
L. pentosus were 2,3-bisphosphoglycerate-dependent phosphoglycerate
mutase 2 (PGAM-d) and elongation factor G, which were both over-
produced under standard and acidic conditions. As such, analyses of
pgm, coding for phosphoglycerate mutase; fus, coding for elongation
factor G; and other genes such as gapd, coding for glyceraldehyde-3-
phosphate dehydrogenase; tuf, coding for elongation factor Tu; prep,
coding for prepilin; groEL, coding for heat shock protein GroEL; enol,
coding for enolase; adhes, coding for adhesin; and rpsL, coding for 30S
ribosomal subunit protein S12 revealed that oil-adapted L. pentosus
strains exhibited a different repertoire of gene over-expression, de-
pending on the strain and the oil used for adaptation. Comparing with
the parental strains, the adaptive responses of each L. pentosus strain
was related with different sets of genes (i.e., groEL, pgm, rpsL, fus, gapd,
tuf, prep, and enol) over-expressed to maintain intracellular pH home-
ostasis, energy production, protein and carbohydrate metabolism, and
secretion. In each adapted L. pentosus strain, depending on the oil used,
a balance of different responses was involved in tolerance/resistance
which is a stable and irreversible trait. Regarding bile tolerance, dif-
ferent sets of genes (fus, pgm, gapd, prep, groEL, enol and rpsL) were over-
expressed. Overall, independently of the strain and the oil treatment,
fus, rpsL, pgm, groEL, enol and prep genes were over-induced in oil-
adapted L. pentosus strains involved in acid/bile tolerance. The response
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to oils especially olive, argan, sunflower and linseed oils triggered the
induction of genes involved in metabolism to ensure survival under oil
stress, and consequently, they were also involved in acid and/or bile
tolerance. Pérez Montoro et al. (2016) reported that L. pentosus strains
pre-exposed to acids displayed better probiotic function, including in-
creased auto-aggregation ability, by means of moonlighting proteins
such as elongation factor G (encoded by fus gene) and 2,3-bispho-
sphoglycerate-dependent phosphoglycerate mutase 2 (encoded by pgm
gene). As such, both genes coding for moonlighting proteins, which
were involved in acid tolerance, were also induced by oils. Further-
more, Pérez Montoro et al. (2018) found that the genes coding for some
of the biomarker proteins involved in mucin adhesion of L. pentosus
were also induced by oils; thus, we can suggest that this pre-adaptation
may be involved also in improving the adhesion ability of probiotic L.
pentosus in the gut besides their acid tolerance.

5. Conclusions

This study's novelty lies in the fact that it investigated whether
probiotic L. pentosus strains of vegetable origin could become affected
by vegetable edible oils, and further how pre-exposure to such oils
contribute to their robustness. Pre-adaptation of probiotic L. pentosus
strains with oils constitute a possible new strategy to: 1) increase their
viability and growth, 2) their capacity to withstand several stresses such
as acids or bile in food products/gut, and also 3) to improve their
functional properties as a probiotic. Pre-adaptation with olive, argan,
sunflower and linseed oils induced the expression of genes (i.e., fus,
rpsL, pgm, groEL, enol and prep) coding for moonlighting proteins that
are involved in several stress responses and other functions.
Furthermore, pre-adaptation with oils may represent a new approach
for probiotic product manufacture, thus improving the stability of
bacteria during industrial processing that often risk compromising the
viability and functionality of the strains.
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In this study, we determined whether pre-adapting Lactiplantibacillus pentosus strains,
isolated from Alorena green table olives, to vegetable-based edible oils improved
their robustness and functionality; this may have great importance on their stress
response during fermentation, storage, and digestion. Pre-adapting the strains to
the corresponding oils significantly increased their probiotic functionality (e.g., auto-
aggregation, co-aggregation with pathogens, and mucin adhesion), although results
depended on the strain and the oil used for pre-adaptation. As such, we selected
olive-adapted (TO) L. pentosus AP2-16, which exhibited improved functionality, and
subjected it to transcriptomic profiing with the aim to understand the molecular
mechanisms involved in the adaptation and the increased functionality. Global
transcriptomic analysis of oil-adapted (olive or almond) and non-adapted (control)
L. pentosus AP2-16 realized that 3,259 genes were expressed, with 2,779 mapped
to the reference database. Comparative transcriptomic analysis showed that 125 genes
(olive vs. control) and 108 genes (olive vs. almond) became significantly differentially
expressed. TO L. pentosus AP2-16 responded by rerouting its metabolic pathways to
balance energy production and storage, cell growth and survivability, host interactions
(glycoconjugates), and other physiological features. As such, the pre-adaptation of
lactobacilli with olive oil switches their transcriptional network to regulate robustness and
functionality, possibly representing a novel approach toward the design and manufacture
of probiotic products with improved stability and functionality.

Keywords: Lactiplantibacillus pentosus, probiotics, vegetable edible oils, transcriptomics, metabolic pathways

INTRODUCTION

Lactobacillus genus comprises a phenotypically and genetically diverse group of species able to
colonize several nutrient-rich ecosystems associated with humans, animals, plants, soil, and foods
(Bernardeau et al., 2006; Duar et al., 2017). Their role in food fermentation (e.g., dairy, meat, and
vegetables), their GRAS (Generally Recognized As Safe) or QPS (a Qualified Presumption of Safety)

Abbreviations: TO, olive-adapted strain; TA, almond-adapted strain; C, control; DEG, differentially expressed genes.
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status, and their preservative property make them potential
candidates as starter and protective cultures in many artisanal
and industrial applications (Bernardeau et al., 2008; Bintsis,
2018). Furthermore, some lactobacilli strains are potential
probiotics, which are defined as “live microorganisms that, when
administered in adequate amounts, confer a health benefit on
the host” (Food and Agricultural Organization of the United
Nations and World Health Organization, 2002; Hill et al,
2014). Lactobacilli and bifidobacteria are dominant groups in
the global probiotic market' since they exhibit health benefits
beyond their basic nutritional value. However, lactobacilli of
vegetable origin deserve special attention since their novelty and
their singular functionality remain yet under-exploited (Granato
et al, 2010; Ranadheera et al, 2010; Abriouel et al, 2012;
Pérez Montoro et al., 2016).

Recently, a polyphasic approach based on whole genome
sequences reclassified Lactobacillus genus into 25 genera,
including the emended genus Lactobacillus (including host-
adapted organisms; e.g., Lactobacillus delbrueckii, Lactobacillus
iners, Lactobacillus crispatus, Lactobacillus jensenii, Lactobacillus
johnsonii, Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus apis, and
Lactobacillus bombicola), Paralactobacillus, and 23 novel genera
(Zheng et al., 2020). This new reclassification reflects the
phylogenetic position of lactobacilli groups into robust clades
with shared ecological and metabolic properties, with probiotics
largely distributed in the new different genera separated from
the original Lactobacillus genus; yet, they remained within the
family Lactobacillaceae and “lactobacilli.” The high heterogeneity
of lactobacilli is of great importance for the probiotics industry,
since health benefits are inherently specific to the strain and host
response. As such, health benefits associated with homeostasis
maintenance and disease prevention may be disclosed in the
specific cross-talk between the probiotic and the host, which
is potentiated by the colonization of the gastrointestinal tract
(GIT) and adherence to mammalian cells (Corthésy et al., 2007;
Bienenstock et al., 2013; Kemgang et al., 2014; Marchix et al,,
2018). Furthermore, specific probiotic features of each strain may
be potentiated by several factors before and after consumption;
in this sense, several studies aimed to increase the stress response
in lactobacilli to stressors, such as extreme temperature, pH,
osmotic pressure, oxygen, and starvation, during which multiple
physiological and molecular mechanisms become involved (De
Angelis and Gobbetti, 2011). Diet affects probiotic functionality;
thus, substances in the diet can enhance the activity of probiotics,
such as prebiotics, and conversely there are also compounds that
inhibit or decrease (i.e., stress) the probiotic activity of some
strains (Ranadheera et al., 2010; Markowiak and Slizewska, 2017).
Vegetable edible oils are widely consumed as a component of the
diet, and some oils are extensively used in the Mediterranean
diet, such as olive oil; however, argan oil is only consumed in
a few regions (i.e., Morocco). In this sense, Piekarska-Radzik
and Klewicka (2021) recently reported a mutual influence of
polyphenols (present in oils) and Lactobacillus sp. in foods,
by which the adaptions in Lactobacillus genome (under the

Uhttps://www.marketsandmarkets.com/Market- Reports/probiotic- market-
advanced- technologies-and- global- market-69.html

influence of polyphenols) occur and the influence of Lactobacillus
spp. bacteria to generate antimicrobial properties of polyphenols
becomes possible.

This work explored the impact of edible oils (e.g., olive,
argan, soy, linen, corn, sunflower, and almond) on probiotic
features of Lactiplantibacillus pentosus (formerly Lactobacillus
pentosus) isolated from naturally fermented Alorefa table olives
(Abriouel et al., 2012; Pérez Montoro et al., 2016), which
with further adaptations may improve food production. Up
to now, L. pentosus has been currently investigated for its
role in food fermentation—as the most commonly isolated
bacteria from vegetables—and also for its probiotic benefits
as a starter culture for the production of foods of dairy
origin (Escobar-Ramirez et al, 2020). Thus, the aim of the
present study is the application of oil-adapted L. pentosus
with added value in foods either as starter or protective
culture or as a probiotic adjunct in different foods (dairy
and non-dairy) and the eventual use of the prebiotic oils
as a microencapsulation-based formulation. Pre-adaptation
with the mentioned oils showed, in a previous study by
Alonso Garcia et al. (2019), that the corresponding oils
significantly increased cell viabilities and also induced gene
expression (e.g., fus, rpsL, pgm, groEL, enol, and prep) for
moonlighting proteins involved in several stress responses
and other functions. Furthermore, increasing robustness and
functionality of adapted strains may improve the lactic-
acid fermentation food production as starter cultures with
greater resistance to acids and resilience to less-optimal
environmental conditions. As such, this study examined the
impact of oils (before and after pre-adaptation) on probiotic
activities such as adhesion, auto-aggregation, and antimicrobial
activity. Furthermore, here we aimed to decipher the molecular
mechanisms underlying oil effects on L. pentosus probiotic
activity at transcriptomic level and identify the bacterial
effectors involved.

MATERIALS AND METHODS

Bacterial Strains and Growth Conditions
Seven strains of L. pentosus (previously L. pentosus) isolated by
Abriouel et al. (2012) from naturally fermented Alorena green
table olives, developed by four small-medium enterprises from
Malaga (Spain), were used in this study. Strains were adapted to
different oils: sunflower, olive, linen, soy, corn, almond, and argan
according to methods by Alonso Garcia et al. (2019). Strains were
routinely cultured at 30°C in Man Rogosa and Sharpe (MRS)
broth (Fluka, Madrid, Spain) for 24 h and kept in 20% glycerol
at —80°C for long-term storage.

Effect of Oils on Probiotic Properties

All probiotic properties were studied under the following
conditions: (1) strains in the presence of 2% of different vegetable
edible oils (sunflower, olive, linen, soy, corn, almond, and argan),
(2) strains pre-adapted with oils according to Alonso Garcia et al.
(2019) and comparing in all cases with (3) strains never exposed
to oils (controls).
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Auto-Aggregation

The auto-aggregation capacity of lactobacilli was determined as
reported by Vizoso Pinto et al. (2007). Overnight cultures of
lactobacilli strains were grown in the presence or the absence
of 2% oil; strains were harvested, washed, and resuspended in
sterile Dulbecco’s phosphate-buffered saline (DPBS). After 2 h at
room temperature, 100 |l of the suspension was removed and
transferred to 900 pl DPBS, and the OD580 (optical density at
580 nm) was measured at times 0 and 2 h. The percentage of
auto-aggregation was calculated as follows:

OD attime 0 — OD attime2h
OD at time 0

x 100

Co-aggregation

The co-aggregation capacity of lactobacilli (strains grown in
the presence or the absence of 2% oil and strains pre-adapted
with oils) with pathogenic bacteria (Listeria innocua CECT 910
and Salmonella Enteritidis UJ3449) was carried out according
to Vlkova et al. (2008). First, 10 ml of overnight cultures of
lactobacilli, grown in the presence of 2% oil, and pathogenic
bacteria were each harvested, twice washed with sterile DPBS, and
then resuspended in DPBS to ODggp = 1.0. In new tubes, 3 ml of
each suspension (L. pentosus and one pathogenic bacteria) were
mixed, and the ODggo nm of upper suspension were measured at
time = 0 and time = 1 h.

The percentage of co-aggregation was calculated as follows:

OD attime 1 h
1— —— x 100
OD at time 0

Mucin Adhesion

In vitro evaluation of the mucin adhesion was performed
according to Pérez Montoro et al. (2018) in 96-well plates. One
hundred microliters of a mucin solution (1 mg/ml in sterile
DPBS, previously filtered and stored at —20°C) was added. The
immobilized mucin remained for 1 h at room temperature and
was then incubated overnight at 4°C; after this, the wells were
washed twice with 200 pl of sterile DPBS (pH 7.2) before adding
100 pl of overnight bacterial suspension in DPBS. Plates were
incubated for 1 h at 37°C, washed five times with 200 L1 of citrate
buffer to remove non-adhered bacteria, and finally resuspended
in 200 pl of 0.5% Tween to harvest the adhered bacteria. Viable
counts were determined by plating onto MRS agar, and the
percentage of mucin-adhered bacteria was calculated as follows:

) ) %after adhesion
% Relative adhesion = =2 x 100.

%before adhesion

Transcriptomic Analysis of Oil

Pre-adapted vs. Non-adapted Strains

RNA Extraction

RNA were extracted from the non-adapted and the L. pentosus
AP2-16 adapted with two oils (almond and olive); extractions
started with the addition of 500 wl of TESL (25 mM Tris,
10 mM EDTA, 20% sucrose, and 20 mg/ml lysozyme; all from
Sigma) and 20 pl mutanolysin (20 U) to cell pellets, followed
by incubation at 37°C for 60 min with slight shaking. After this,

300 .l of Tri Reagent was added to the lysates and centrifuged
to separate cellular debris, and then the supernatants were
transferred into an RNase-free tube before proceeding to RNA
purification using Direct-zol RNA Miniprep (Zymo Research,
CA, United States) according to the manufacturer’s instructions.
RNA quantification and quality assessment were carried out
using a NanoDrop 2000 spectrophotometer (Thermo Scientific),
and TapeStation. RNA concentrations were adjusted to 2 pg/ml
per sample for sequencing.

RNA Sequencing and Bioinformatic Analysis

The Mlumina TruSeq Stranded Total RNA Kit (Illumina, Inc.,
San Diego, CA, United States) was used to prepare the RNA
samples for the reduction of bacterial rRNA and sequencing
according to the manufacturer’s instructions. Sequencing was
done on the Illumina NovaSeq platform (2 x 150 bp read lengths)
at Lifesequencing S.L. (Valencia, Spain).

Raw sequencing reads were processed with the
“reformat.sh” script from the BBTools suite (Bushnell;
sourceforge.net/projects/bbmap/) to remove low quality bases
(Q20) from both ends and short sequences (40 nucleotides).
Filtered reads were then scanned for traces of ribosomal RNA
with “sortmerna” v2.1 (Kopylova et al., 2012), parameters and
databases by default. Resulting reads were aligned to the protein-
coding transcriptome of L. pentosus BGM48 (GCA_002850015.1)
using “Salmon” v1.1 (Patro et al., 2017), with default parameters.
Counts were collapsed with “tximport” v1.12.3 (Soneson et al.,
2015) and analyzed with “DESeq2” v1.24.0 (Love et al., 2014)
packages on R v3.6. Only genes with 10 or more counts across
all samples were kept for further comparisons. p,q; < 0.05 and |
log> FC| > 1.5 (where FC represents “fold change”) was requested
for considering whether a gene was differentially expressed
between the studied groups. Gene ontology (GO) terms were
obtained from the L. pentosus BGM48 page of Uniprot. Only
terms with two or more counts across differentially expressed
genes (DEG) of at least one comparison were used to generate
the figures. Metabolic pathways images were generated with
the “Pathview” v1.24.0 (Luo and Brouwer, 2013) R package,
and nodes were colored by adding log, FC of its genes for each
comparison. Volcano plots were generated with the Enhanced
Volcano v1.2 (Blighe et al., 2020) R package.

Quantitative Real-Time PCR Validation of the
Transcriptome Data

To validate the transcriptome data, four genes were
selected for real-time PCR (RT-PCR) experiments with
pheS gene as internal reference (Table 1). Total RNA was
extracted from L. pentosus AP2-16 strains pre-adapted
with either olive or almond oil and non-adapted strain
(control) as described above. RNAs were adjusted to a
concentration of 500 ng/ml and frozen at —80°C until
required for analysis.

The expression of selected genes (Table 1) was analyzed
by quantitative real-time PCR (qQRT-PCR) using SensiFAST™
SYBR & Fluorescein One-Step Kit (BIOLINE). Phenylalanyl-
tRNA synthase alpha-subunit (pheS) gene was used as a
housekeeping gene (Naser et al., 2005), and a no-template
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TABLE 1 | Primers and PCR conditions used in this study.

Gene (product) Primer Sequence (5'-3') Annealing PCR product References
temperature size (bp)
(C)

greA greAF TAACCGCGATCACCTTAAC 56 212 This study
(Transcription
elongation factor GreA)

greAR ACTGGATATTGGCAAGTTCG
BB562_01140 cysF ATGCTCGTACACCATATCCA 56 200 This study
(Cysteine synthase)

cysR TCAATGATGGTGGTCGTGG
BB562_00810 ptsF TTATAAATTAACCGCGGCAG 56 200 This study
(PTS beta-glucoside
transporter subunit
EIIBCA)

ptsR ATCAAGGTGACTTACTCGGT
BB562_11880 trakF ATGAACTTAA GCTGAAAGCG 56 199 This study
(Transketolase)

trakR ACCGCATGGCCTTTCGATT
pheS pheS-21F CAYCCNGCHCGYGAYATGC 60 411 Naser et al.,
(Phenylalanyl-tRNA 2005
synthase alpha subunit)

pheS-23R GGRTGRACCATVCCNGCHCC

control was used as a negative control. Quantitative PCRs
(qPCRs) were performed in triplicate 20-L] reactions on a CFX96
TouchTM Real-Time PCR Detection System from BioRad. The
qPCR conditions were as follows: pre-denaturation at 95°C for
10 min, denaturation at 95°C for 15 s, annealing at X°C for
30 s, and extension at 72°C for 30 s (Table 1); fluorescence
signals were collected during annealing and extension, and
the whole process was repeated for 40 cycles. Melting-
curve analysis included 95°C for 10 s, 65°C for 5 s, and
95°C for 50 s.

Statistical Analysis

Except for transcriptome analysis (as described in section
“RNA  Sequencing and Bioinformatic Analysis”), statistical
analyses were conducted using Excel 2016 (Microsoft
Corporation, Redmond, WA, United States) program to
determine averages and standard deviations. All analyses
were performed in triplicate. Statistical treatment of data was
done by analysis of variances in XLStat by Addinsoft 2020.2.2
(New York, United States) software, using Shapiro-Wilk test
and Levene test to check data normality and Tukey honestly
significant difference test to determine the significance of
differences between strains, where p < 0.05 was considered
statistically significant.

Principal component analysis (PCA) was used to examine
variation and highlight correlations between probiotic
properties  (e.g., auto-aggregation, co-aggregation, and
mucin adhesion capacity); L. pentosus strains and oils
were appraised by Pearson’s correlation coefficient. This
multivariate statistical projection method (PCA) was also
applied to reduce the dimensionality and analyze the data.
Furthermore, dendrograms were designed following a

hierarchical analysis according to Wards method and the
squared Euclidean distance.

RESULTS

Probiotic Profile of Grown or
Pre-adapted L. pentosus Strains With
Edible Oils

Figure 1A presents the auto-aggregation, co-aggregation of
L. pentosus with pathogens and mucin adhesion in the absence
and the presence of different oils. Results were analyzed by
PCA to reduce the number of dimensions to two principal
components (F1 and F2), which together explained 72.85%
of the total variance. In this context, F1 represented 45.93%
variability and comprised co-aggregation variables; however,
F2 represented 26.92% variability containing mainly auto-
aggregation and mucin adhesion variables (Figure 1A). PCA
biplot highlighted the dissimilarity of probiotic L. pentosus
strains regardless of the oils used; however, PCA highlighted the
high correlation between mucin adhesion and auto-aggregation,
which did not correlate well with co-aggregation properties
(Figure 1A). Furthermore, high correlation of co-aggregation
with Listeria innocua CECT 910 and Salmonella Enteritidis
UJ3449 was detected. PCA of strains showed four defined groups
regardless of the oils used: G1 (high F1 and F2 components)
containing CF1-6, AP2-15, and AP2-16; G2 (high F2) represented
by L. pentosus CF2-10; G3 (low F1 and F2 components) contained
L. pentosus CF1-39 and MP-10 strains; and G4, with low mucin
adhesion, represented by L. pentosus CF2-12. Regarding oils,
no differentiated groups were established; however, almond oil
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FIGURE 1 | Principal component analysis (PCA) plot based on four probiotic parameters (auto-aggregation, co-aggregation with Listeria innocua CECT 910,
co-aggregation with Salmonella Enteritidis UJ3449, and mucin adhesion) and the position of seven L. pentosus strains. (A,B) L. pentosus strains grown or
pre-adapted with 2% edible oils, respectively. Groups were encircled (G1, G2, G3, or G4); each color represents one bacterial species (L. pentosus AP2-15,
L. pentosus AP2-16, L. pentosus CF1-6, L. pentosus CF1-39, L. pentosus CF2-10, L. pentosus CF2-12, and L. pentosus MP-10), and every dot corresponded to
untreated (control) and treated strains with edible oil.

showed negative values for auto-aggregation and mucin adhesion
variables (Figure 1A).

Oil-adapted L. pentosus strains had different induction
responses, in respect to probiotic properties, when compared
with those grown in the presence of oils (Figure 1). In this
sense, PCA biplot showed that the two principal components

(F1 and F2) together explained 74.73% of the total variance
(Figure 1B). Thus, F1 explained 46.61% of the variability
and mainly represented auto-aggregation and mucin adhesion
variables; however, F2 represented 28.12% variability with co-
aggregation variables (Figure 1B). Pearson correlations indicated
highly positive and statistically significant correlation between
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co-aggregation with Listeria innocua CECT 910 and Salmonella
Enteritidis UJ3449, and (with PCA) between auto-aggregation
and mucin adhesion (Figure 1B).

Principal component analysis biplot analysis determined
three defined groups of L. pentosus strains: G1 represented by
L. pentosus AP2-15 and AP2-16 strains being L. pentosus AP2-16
with high values in both F1 and F2 factors (i.e., olive, argan, and
almond adapted strain) and thus represented the best candidate
for further study; G2 represented by L. pentosus CF1-39, CF2-
10, CF2-12, and MP-10 with positive values for co-aggregation
variables for L. pentosus CF2-12 the best strain with these traits;
and G3 represented by L. pentosus CF1-6 with negative F1 and F2
variables (Figure 1B).

Hierarchical clustering was used to identify similarities using
Euclidean distances between the oil treatments used in the
adaptation of the selected L. pentosus AP2-16 on the basis of
its probiotic properties (Figure 2). The oil-adapted L. pentosus
AP2-16 with almond, argan, and olive oils were characterized
by highly exhibited probiotic properties (i.e., auto-aggregation,
co-aggregation with Listeria innocua CECT 910 and Salmonella
Enteritidis UJ3449, and mucin adhesion) and high values in F1
and F2 components in PCA analysis (Figure 1B). According to
cluster analysis, olive and almond oils were clearly distinguished
(Figure 2) belonging to different groups related to auto-
aggregation (Figure 2A), co-aggregation with L. innocua CECT
910 (Figure 2B), co-aggregation with S. Enteritidis UJ3449
(Figure 2C), and mucin adhesion capacity (Figure 2D).

Global Transcriptomic Analysis of the
Oil-Adapted Lactiplantibacillus pentosus

Pre-adapted L. pentosus AP2-16 with almond and olive oils were
selected on the basis of their high values of all probiotic properties
and their dissimilarity in hierarchical clustering of oils (Figure 2).
They were subjected to transcriptomic analysis, via Illumina
Novaseq platform, to compare gene expressions with those
of non-adapted control. Raw data could be downloaded from
ENA European Nucleotide Archive Database under accession
numbers ERR5262947 to ERR5262954, and correlation of gene
expression levels between three independent biological replicates
was shown by the Pearson correlation coefficient. Clean reads of
the three libraries were mapped to L. pentosus BGM48 reference
genome. Among these reads, about 2,779 genes from 3,259
(85.27%) were successfully mapped (Supplementary Table 1).
The degrees of similarity were evaluated between the different
samples using a PCA plot (Supplementary Figure 1A) and
a heat map (Supplementary Figure 1B); the condition with
greatest difference from the control was TO (Olive Treatment),
while TA (Almond Treatment) did not seem different from
the “control” condition (Supplementary Figure 1). Comparative
analysis showed TO L. pentosus AP2-16 had 125 and 108 DEGs
vs. control (C) and almond-adapted (TA) L. pentosus AP2-
16, respectively (Figure 3). However, no differential expressed
genes (log,“fold change” >1.5 at statistically significance level
p < 0.05) were detected between TA and control (C) of
L. pentosus AP2-16 (Figure 3). GO terms analysis was used to
decipher the biological processes involved in the adaptation of

L. pentosus AP2-16 to each oil comparing with (non-adapted)
controls. While adaptation with almond oil did not produce
significant changes in gene expression, the olive-oil adaptation
upregulated genes whose putative functions were classified (by
GO terms) as biological processes, molecular function, and
cellular component (Figure 4).

Figure 4 clearly shows the number of DEGs up-regulated
in TO vs. C, and TO vs. TA, were related with carbohydrate
metabolism, amino acid biosynthesis, membrane and cytoplasm
components, and several other metabolic activities. However,
the down-regulated DEGs corresponded to genes involved in
translation and ribosome components and activity (Figure 4).

Analysis of TOvs. C

Comparative transcriptomics of TO vs. C indicated that among
2,779 genes, 125 genes were differentially expressed (p < 0.05):
60 genes were up-regulated and 65 were down-regulated,
involving 18 pathways (Figure 3 and Supplementary Table 1).
GO term analysis revealed that adaptation with olive oil up-
regulated metabolic pathways: glycogen biosynthetic process,
carbohydrate metabolism, amino acid biosynthesis, membrane
and cytoplasm components, and several other metabolic activities
(e.g., DNA binding transcription factor, kinase activity, catalytic
activity, hydrolase activity, oxidoreductase activity, and metal ion
binding; Figure 4A). However, the downregulation of translation,
ribosome (small and large subunit), organic phosphonate
catabolic process, rRNA binding, tRNA binding, and magnesium
ion binding metabolic pathways was detected in the adapted
strain (Figure 4A). Other genes involved in ATP binding,
ATPase activity, and DNA binding were up-regulated and down-
regulated (Figures 4A, 5).

Olive Oil Adaptation Changes
Carbohydrate Metabolism in L. pentosus
AP2-16

Glycolysis/gluconeogenesis, galactose metabolism, pentose
phosphate pathway (PPP), and starch and
metabolism were increased in TO L. pentosus AP2-16
(Supplementary Table 1 and Supplementary Figure 2). In
this sense, the gene encoding 6-phospho-beta-glucosidase
(BB562_01895 = BB562_02820) became up-regulated by 1.65-
fold (Supplementary Table 1 and Supplementary Figure 2);
this is involved in glycolysis/gluconeogenesis and also in
starch or glycogen storage (Supplementary Table 1 and
Supplementary Figure 2). Similarly, the transketolase coding
gene (BB562_03115 = BB562_11880) involved in PPP was
up-regulated by 2.04-fold (Supplementary Table 1 and
Supplementary Figure 2), and enhanced galactose metabolism
was mediated by the over-expression of genes coding for
sucrose-6-phosphate hydrolase (BB562_00815) and beta-
galactosidase (BB562_13280; Supplementary Table 1 and
Supplementary Figure 2). Regarding starch and sucrose
metabolism, up-regulated genes coding for 1,4-alpha-glucan
branching enzyme (BB562_00085), glucose-1-phosphate
adenylyltransferase (BB562_00090), phosphotransferase
system (PTS) beta-glucoside transporter subunit EIIBCA

sucrose
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(BB562_00810), sucrose-6-phosphate hydrolase (BB562_00815),
and alpha, alpha-phosphotrehalase (BB562_01175) were detected
(Supplementary Table 1 and Supplementary Figure 2).

Olive Oil Adaptation Changes Nucleotide
and Amino Acid Metabolism in
L. pentosus AP2-16

Pathway analysis revealed that purine metabolism was down-
regulated including the expression of genes coding for
adenylate kinase (BB562_12000) and 3',5'-cyclic-nucleotide
phosphodiesterase (BB562_14870) decreasing by 1.91- and 1.67-
fold, respectively (Supplementary Table 1 and Supplementary
Figure 2). However, pyrimidine metabolism was enhanced, and
the corresponding up-regulated genes were those encoding

for aspartate carbamoyltransferase (BB562_04230) and
dihydroorotase (BB562_04235; Supplementary Table 1 and
Supplementary Figure 2).

Several genes involved in amino acid metabolism were
up-regulated such as cysteine and methionine; phenylalanine,
tyrosine, and tryptophan biosynthesis; and histidine metabolism.
However, thiamine metabolism decreased, and alanine, aspartate,
and glutamate metabolism was down-regulated and up-regulated
(Supplementary Table 1 and Supplementary Figure 2).
The up-regulated genes were aspartate carbamoyltransferase

(BB562_04230; alanine, aspartate, and glutamate metabolism);
cysteine synthase (BB562_01140; cysteine and methionine
metabolism); histidinol-phosphatase (BB562_04885; histidine
metabolism); and genes coding for chorismate synthase
(BB562_07540), 3-phosphoshikimate 1-carboxyvinyltransferase
(BB562_07550), and shikimate dehydrogenase (BB562_11875),
representing  phenylalanine, tyrosine, and tryptophan
biosyntheses, respectively. However, the down-regulated
genes corresponded to asparagine synthase (BB562_02530;
asparagine synthesis and glutamine hydrolysis; Supplementary
Table 1 and Supplementary Figure 2) and adenylate kinase
thiamine metabolism (BB562_12000; thiamine metabolism;
Supplementary Table 1 and Supplementary Figure 2). On the
other hand, amino sugar and nucleotide sugar metabolism
was increased with  up-regulated glucose-1-phosphate
adenylyltransferase (BB562_00090; Supplementary Table 1
and Supplementary Figure 2).

Olive Oil Adaptation Changes Other
Metabolic Pathways in L. pentosus
AP2-16

In metabolic pathways involved in the transport of a variety of
substrates, such as ATP-binding cassette (ABC) transporters
and PTS, various upregulations and downregulations were
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observed (Supplementary Table 1 and Supplementary
Figure 2). The genes encoding spermidine/putrescine ABC
transporter permease (BB562_01450) and spermidine/putrescine
ABC transporter ATP-binding protein (BB562_01455) were
up-regulated in response to olive adaptation in L. pentosus
AP2-16 (Supplementary Table 1 and Supplementary Figure 2).
However, the genes coding for an iron ABC transporter
ATP-binding protein (BB562_08670), glycerol-3-phosphate
ABC transporter permease (BB562_10810 and BB562_10815),
glycerol-3-phosphate  ABC transporter ATP-binding protein
(BB562_10820), phosphate ABC transporter substrate-binding
protein (BB562_13370 = 13420), phosphonate ABC transporter
ATP-binding protein (BB562_13485), phosphonate ABC
transporter permease protein PhnE (BB562_13490 gene
was 4.29-fold down-regulated; Supplementary Table 1 and
Supplementary Figure 2). With respect to PTS, PTS beta-
glucoside transporter subunit EIIBCA was up-regulated
(BB562_00810 gene), and PTS sugar transporter subunit IIB was
down-regulated (BB562_02830 = BB562_16190; Supplementary
Table 1 and Supplementary Figure 2).

On the other hand, metabolic pathways involved
in regulatory systems such as two-component system
were mainly up-regulated, such as genes phosphatase
(BB562_00305 = BB562_06980), antiholin LrgB (BB562_06180),
and a hypothetical protein (BB562_06185; Supplementary
Table 1 and Supplementary Figure 2). However, a phosphate
ABC transporter substrate-binding protein was down-regulated
(BB562_13370 = BB562_13420). The genes (BB562_11985,

BB562_12020,
BB562_12040, BB562_12045, BB562_12050, BB562_12055,
BB562_12060, BB562_12065, BB562_12070, BB562_12080,
BB562_12085, BB562_12090, BB562_12095, and BB562_12100),
and the genes encoding 30S and 508 ribosomal proteins involved
in nucleic acid and protein synthesis were down-regulated
(Supplementary Table 1 and Supplementary Figure 2).
With respect to other metabolic pathways, phosphonate and
phosphinate metabolism was down-regulated, while sulfur
metabolism was up-regulated (Supplementary Table 1 and
Supplementary Figure 2). The down-regulated genes and
encoding for phosphonoacetaldehyde hydrolase (BB562_13500)
and 2-aminoethylphosphonate-pyruvate transaminase
(BB562_13505) are involved in phosphonate catabolism
(Supplementary Table 1 and Supplementary Figure 2).
Nevertheless, a cysteine synthase gene (BB562_01140) involved
in sulfur metabolism and cysteine synthesis was up-regulated
(Supplementary Table 1 and Supplementary Figure 2).

Analysis of TO vs. TA

Comparative transcriptomics of TO vs. TA (those pre-adapted
with olive and almond oils, respectively) indicated that among
2,779 genes, 108 genes were differentially expressed (p < 0.05):
42 genes up-regulated and 66 down-regulated, involving
21 pathways (Figures 3, 5, Supplementary Figure 3, and
Supplementary Table 2). GO terms analyses between TO vs.
C (Figure 4A) and TO vs. TA (Figure 4B) indicated similar
results, although differences in the level of DEGs were detected

BB562_12025, BB562_12030, BB562_12035,
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(Figure 4). Thus, several pathways were similarly regulated;
no significant changes were described between control and TA
L. pentosus AP2-16. However, few changes were recorded, and
here, we will highlight these changes with respect to the data
analyzed in the previous section.

With respect to changes in carbohydrate metabolism
(Supplementary Table 2 and Supplementary Figure 3)
produced by olive-oil adaptation vs. almond-oil adaptation
of L. pentosus AP2-16, additional genes involved in
glycolysis/gluconeogenesis were up-regulated in comparison
with TO vs. C, such as genes encoding galactose mutarotase
(BB562_08780) and phosphoenolpyruvate carboxykinase
(BB562_15510; Supplementary Table 2 and Supplementary
Figure 3). Furthermore, phosphoenolpyruvate carboxykinase
(BB562_15510) was also involved in citrate-cycle metabolism
(Supplementary Table 2 and Supplementary Figure 3)
and pyruvate metabolism (Supplementary Table 2 and
Supplementary Figure 3), and galactose mutarotase was also
involved in galactose metabolism (Supplementary Table 2 and
Supplementary Figure 3). The up-regulated genes encoding
proteins involved in PPP were the same as reported in TA vs.
C (Supplementary Table 2 and Supplementary Figure 3).

Regarding starch and sucrose metabolism, all the genes up-
regulated in the case of TO vs. C were detected, except two genes
coding for 1,4-alpha-glucan branching enzyme (BB562_00085)
and glucose-1-phosphate adenylyltransferase (BB562_00090;
Supplementary Table 2 and Supplementary Figure 3).
Regarding changes in nucleotide metabolism, upregulation
and downregulation of genes encoding proteins involved
in purine and pyrimidine metabolism were the same as
in TO vs. C (Supplementary Table 2 and Supplementary
Figure 3). Amino acid metabolism (Supplementary Table 2
and Supplementary Figure 3) exhibited similarity in alanine,
aspartate, glutamate, and thiamine metabolism (Supplementary
Table 2 and Supplementary Figure 3); however, few changes
were detected in other amino acid metabolic pathways. In
this manner, additional up-regulated genes included cysteine
and methionine metabolism such as serine acetyltransferase
(BB562_01130; Supplementary Table 2 and Supplementary
Figure 3). On the other hand, we detected the absence of up-
regulated genes coding histidinol-phosphatase (BB562_04885)
involved in histidine metabolic pathway, glucose-1-phosphate
adenylyltransferase (BB562_00090) involved in amino sugar
and nucleotide sugar metabolism, and 3-phosphoshikimate
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1-carboxyvinyltransferase ~ (BB562_07550) and  shikimate
dehydrogenase (BB562_11875) implicated in phenylalanine,
tyrosine, and tryptophan biosynthesis (Supplementary Table 2
and Supplementary Figure 3).

Concerning other metabolic pathways (Supplementary
Figure 3), similar behaviors were observed in the induction of
genes coding for PTS, two-component system, and phosphonate
and phosphinate metabolism (Supplementary Table 2 and
Supplementary Figure 3). On the other hand, ABC transporters,
ribosome, and sulfur metabolism exhibited some changes
regarding the genes up-regulated or down-regulated in TO vs.
TA, when comparing with TO vs. C (Supplementary Table 2 and
Supplementary Figure 3). In this case, we observed the absence
of down-regulated gene BB562 10815 encoding glycerol-3-
phosphate ABC transporter permease (ABC transporters),
down-regulation of two additional genes coding for ribosome
proteins (BB562_12015 and BB562_11990; Supplementary
Table 2 and Supplementary Figure 3), and encoding serine
acetyltransferase (BB562_01130) involved in sulfur metabolism
(Supplementary Table 2 and Supplementary Figure 3). Other
new metabolic pathways were differentially repressed or induced
between TO and TA, such as bacterial secretion system through

upregulation of a gene encoding a conjugal-transfer protein
(BB562_16455; Supplementary Table 2 and Supplementary
Figure 3), RNA polymerase via downregulation of DNA-
directed RNA polymerase subunit alpha gene (BB562_11980;
Supplementary Table 2 and Supplementary Figure 3), and
sulfur relay system by the upregulation of a gene coding for
molybdopterin biosynthesis protein MoeB (BB562_09880;
Supplementary Table 2 and Supplementary Figure 3).

Analysis of TAvs. C

Comparative transcriptomics of TA vs. C indicated that among
2,779 genes, no genes were differentially expressed [p < 0.05
and | logoFC| > 1.5 (where FC represents “fold change”)]
(Figures 3, 5 and Supplementary Table 3). Thus, no metabolic
pathways were up-regulated or down-regulated according to
mapped known genes.

Quantitative Real-Time PCR Validation of

Differential Expression
To verify the RNA-Seq results, QRT-PCR was used to compare
the expression activity of non-adapted cells (control) and
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FIGURE 6 | Validation of relative RNA sequence results of four selected genes in the non-adapted cells (control) and olive-adapted L. pentosus AP2-16, by

TO L. pentosus AP2-16. In general, gene expressions in
the TO bacteria were higher for the following genes: greA
(1.95- and 1.82-fold higher, as determined by qPCR and
RNA-seq, respectively), BB562_01140 (2.35- and 2.49-
fold), BB562_00810 (1.7- and 2.04-fold), and BB562_11880
(1.7- and 2.04-fold higher; Figure 6). The qRT-PCR
validates the differential expression, and it was consistent
with the RNA-Seq; thus, the transcriptomics results were
considered representative.

DISCUSSION

Under environmental, diet, and digestive conditions, probiotic
bacteria encounter several stressors including temperature, acid,
bile, dietary components, oxidative and osmotic stresses, and
antimicrobials, among others. To counteract the detrimental
effects of hostile conditions and stress, probiotic responses
resultant from adaptation mechanisms induce biochemical
and physiological changes to assure survivability or even
enhanced probiotic activity. In this sense, several reports
focused on the search for new strategies to increase the
robustness of beneficial bacteria, taking advantage of the
natural adaptations under adverse conditions. Previous studies
(e.g, Desmond et al, 2001; Corcoran et al., 2006; Mills
et al, 2011; Pérez Montoro et al., 2018; Gaucher et al.,
2019) showed that adaptation to different stresses (e.g., salt,
low pH, bile, and high temperature) could be strategically
used to enhance the technological performance of probiotic
lactobacilli. Furthermore, Casado Munoz et al. (2016) indicated
that adaptation to sub-lethal concentrations of antimicrobials
could be a good way to achieve desirable robustness of
the probiotic L. pentosus MP-10 to various environmental
and gastrointestinal conditions (e.g., acid and bile stresses),
as revealed by proteomic analysis. Similarly, Pérez Montoro
et al. (2018) showed that L. pentosus strains pre-exposed
to acids further displayed enhanced probiotic function, such
as auto-aggregation ability via surface proteins. Furthermore,

Alonso Garcia et al. (2019) demonstrated that pre-adaptation of
probiotic lactobacilli to edible oils increased their survivability
and stress resistance. Taking these reports into consideration, the
current study had two main goals: first, to evaluate in vitro how
dietary oils affect probiotic activities, and second, to determine
how pre-adaptation with vegetable edible oils increases the
functionality of probiotic lactobacilli and which molecular
mechanisms are involved.

Here, we analyzed the impact of edible oils (sunflower,
olive, linen, soy, corn, almond, and argan) on the probiotic
activities of L. pentosus strains isolated from Alorefa green table
olives (Abriouel et al., 2012; Pérez Montoro et al., 2016), and
the results showed that their growth in the presence of some
edible oils may decrease probiotic properties in several cases,
depending on the strain and also the oil used. However, an
increase in the auto-aggregation and mucin adhesion capacities
of probiotic bacteria was also observed, which also depended
on the strain tested and the oil used. On the other hand,
previous adaptations of L. pentosus strains with oils improved
their response, and thus probiotic activities increased in some
cases, which were strain and oil dependent. In fact, a previous
study carried out with the same L. pentosus strains by Alonso
Garcia et al. (2019) showed that the survival and growth of
these strains in the presence of vegetable-based edible oils (i.e.,
sunflower, olive, linseed, soy, corn, almond, and argan) exhibited
a slight decrease in viability. However, pre-adaptation increased
their viability and resistance to acidic and bile conditions,
including the induction of genes (e.g., fus, rpsL, pgm, groEL,
enol, and prep) for moonlighting proteins related to several
stress responses and functions. As such, this study confirms
that pre-adaptation of probiotic L. pentosus strains with oils
constitutes a new strategy to increase their robustness and
functionality. Multivariate analysis of probiotic properties in
both exposure cases (i.e., either with oils in growth media or
after previous adaptation with oils) suggest that the response
of L. pentosus strains displayed dissimilarities; however, mucin
adhesion and auto-aggregation were highly correlated, suggesting
commonality in the molecular mechanisms involved in such
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activities. On the basis of this analysis, we selected L. pentosus
AP2-16, with the best probiotic profile, and subjected their results
to PCA and hierarchical clustering to determine dissimilarity
between oils among the same strain and ascertain the best
strategy for determining their molecular responses for probiotic
properties. As such, taking into consideration the varied adaptive
responses between strain and conditions, it was decided that TO
and TA L. pentosus AP2-16 were to be analyzed at transcriptomic
level against those under control conditions (i.e., without
oil adaptation) to explore the underlying bacterium-mediated
mechanisms responsible for improving probiotic properties
(i.e., auto-aggregation, co-aggregation, and mucin adhesion)
under oil adaptation conditions. However, the same strain
(L. pentosus AP2-16) did not exhibit enhanced acid resistance
and bile tolerance after olive and almond pre-adaptation, whereas
sunflower-adapted L. pentosus AP2-16 showed improved acid
resistance and bile tolerance, involving different molecular
mechanisms such as the over-expression of genes inducing
several moonlighting proteins related with stress response and
other functions (Alonso Garcia et al., 2019).

This is the first study to focus on the transcriptomic
analysis of the impact of edible oils on probiotics, especially
the responses of a potentially probiotic bacteria of vegetable
origin. The results showed no changes exhibited between
control and TA L. pentosus AP2-16; however, the TO strain
showed significant differences vs. control (125 significantly
DEGs) and also vs. the TA strain (108 significantly DEGs).
In this case, the enhanced probiotic properties, shown by pre-
adapted almond strain, may rely on changes in structural
properties of the cell surface induced by oil adaptation.
Among the 125 DEGs in TO L. pentosus AP2-16, 60 genes
were up-regulated involving the glycogen-biosynthesis process,
carbohydrate metabolism, amino acid biosynthesis, membrane
and cytoplasm components, and several metabolic activities.
However, genes involved in translation, organic phosphonate
catabolic process, ribosome (small and large subunit), rRNA
binding, tRNA binding, and magnesium-ion binding were down-
regulated. These results shed light on the applicability of -omics
to decipher the molecular mechanisms behind probiotic activity
enhancement. Oil exposure and adaptation of probiotics in
different environments (e.g., probiotic preparation, food matrix,
or gut) may induce several responses responsible for affecting
the host. Thus, depending on the probiotic strain, environment,
and stressor, different responses will be obtained, and an in-
depth analysis will be necessary to achieve the desirable probiotic
effects of strains.

With  respect to  carbohydrate  metabolism, the
upregulation of genes coding for proteins participating
in glycolysis/gluconeogenesis, galactose metabolism, PPP,
and starch and sucrose metabolism were detected. This
metabolic shift in carbohydrate was employed by L. pentosus
to enhance energy production to resist olive oil adaptation.
In this sense, glycoside hydrolase enzymes represented by
6-phospho-p-glucosidase and  beta-galactosidase  (Family
1), alpha, alpha-phosphotrehalase (Family 13) and sucrose-
6-phosphate hydrolase (Family 32) were over-produced;
these catalyze the hydrolysis of the glycosidic bond between

two or more carbohydrates, or between a carbohydrate
and a non-carbohydrate moiety of P-glycosides, to yield
monosaccharides. Furthermore, the over-expression of genes
coding for glycosyltransferases, such as glucose-1-phosphate
adenyltransferase and 1,4-alpha-glucan branching enzyme
which potentiate the biosynthesis of glycoconjugates by the
transfer of sugar moieties from an activated donor to a specific
substrate (Lairson et al., 2008), contribute to the biosynthesis
of disaccharides, oligosaccharides, and polysaccharides like
glycogen (storage function). On the other hand, substrate
transport was increased by means of the over-production of
PTS-beta-glucoside transporter subunit EIIBCA, involved in the
uptake of carbohydrates necessary for growth.

Overall, the over-produced proteins participating in
carbohydrate metabolism and transport may contribute a
key role in the adaptation of L. pentosus AP2-16 to olive oil but
also create an advantage in its adaptation during fermentation
of plant-based foods and also GIT environments (Corcoran
et al., 2005). In food fermentation, the increased carbohydrate
metabolism is a desirable trait, and the upregulation of
transketolase (enzyme of the PPP) encoding gene may give to
the TO strain a competitive advantage in plant-based foods
and also in GIT since ribose is abundant in plant materials and
also in the diet.

Furthermore, as a probiotic, the specific interaction with the
host may be facilitated and enhanced by glycoconjugates (Kay
et al., 2010). This was previously reported in L. pentosus MP-10
(Abriouel et al., 2017) and also in other probiotics (Kim et al.,
2009). On the other hand, transcriptomes of TO L. pentosus
AP2-16 showed additional differences when compared with TA
strain, since other genes were also up-regulated being involved
in galactose metabolism, citrate cycle, and pyruvate metabolism.
All adaptive mechanisms triggered by TO L. pentosus AP2-16
with respect to carbohydrate metabolism showed a coherent
picture of changes in gene expression expected to result in energy
production, energy storage, and other biological processes to help
the bacteria adapt to the new environment by enhancing its
capacity to auto-aggregate, co-aggregate to pathogenic bacteria,
and also to adhere to mucin.

Transcriptomic profiling provided evidence that L. pentosus
AP2-16 also responded to olive oil adaptation by regulating
nucleotide and amino acid metabolism. Upregulation and
downregulation of genes involved in nucleotide metabolism
showed that olive oil adaptation of L. pentosus AP2-16 induced
downregulation of adenylate kinase involved in adenine synthesis
and conversion of AMP to ADP (Sanchez et al., 2005), catalyzing
the reversible interconversion of ATP and AMP into two
ADP molecules, and 3',5'-cyclic-nucleotide phosphodiesterase
involved in the phosphodiester bond degradation in the
second messenger molecules cAMP and c¢GMP. Therefore,
both enzymes related with ATP synthesis were regulated to
control energy balance in the adapted strain. However, enzymes
involved in de novo pyrimidine biosynthesis were induced,
such as aspartate carbamoyltransferase and dihydroorotase,
suggesting that adaptation to olive oil may be advantageous
for probiotic lactobacilli in terms of adhesion to the host;
Vogel-Scheel et al. (2010) showed that purine and pyrimidine
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synthesis are necessary for a successful colonization of mouse
intestine by E. coli. On the other hand, previous adaptation
of L. pentosus AP2-16 with olive oil induced a reverse
transcriptional response of genes involved in purine and
pyrimidine metabolism since Piekarska-Radzik and Klewicka
(2021) reported that the exposure of Lactobacillus to polyphenols
(present in olive oil) can cause increased expression of the
genes responsible for the biosynthesis of purines and contribute
to the reduced transport of pyrimidines. Thus, the adaptive
response may highly rely on the strain and the polyphenol
used, which in turn depend on the oil composition suggesting
by the way that the adaptation strategy used to optimize
the functionality of probiotics should be investigated case
by case. The genes coding for sugar nucleotides and amino
sugars were up-regulated including proteins precursors for
extracellular exopolysaccharide (EPS) biosynthesis (Boels et al.,
2001). This carbon flux toward polymer production from glucose
is supported by the fact that glycosyltransferases (glucose-1-
phosphate adenyltransferase and 1,4-alpha-glucan branching
enzyme) were up-regulated. The role of EPS in probiotic
lactobacilli was largely reported due to their benefits and health
potential (Angelin and Kavitha, 2020).

Concerning amino acid biosynthesis, the over-production
of some key enzymes (e.g., proteins involved in cysteine,
methionine, phenylalanine, tyrosine, tryptophan, and histidine
biosynthesis) by the TO L. pentosus AP2-16 is an interesting
avenue for probiotic bacteria since phenylalanine, methionine,
and tryptophan are among the essential amino acids for
humans. Furthermore, histidine, cysteine, and tyrosine required
by children (Joint WHO/FAO/UNU, 2007) also increased. These
data suggest that the adaptation of lactobacilli strain with
olive oil is of great biotechnological importance to increase
its use as a starter culture and also as a probiotic, supplying
valuable human amino acids. The role of these amino acids
in the adaptation of L. pentosus AP2-16 to olive oil seems to
be related with cell growth and survivability, playing a key
role in bacterium physiology such as intracellular pH control,
generation of metabolic energy or redox power, and stress
resistance (Ferndndez and Zuniga, 2006). However, nucleic
and protein synthesis decreased in the TO L. pentosus AP2-
16 by means of genes coding for 30S and 50S ribosomal
proteins, suggesting that their abundance was affected by olive-
oil adaptation controlling primarily at the level of translation,
and rRNA transcription as the rate-limiting step in ribosome
biosynthesis. This fact is dependent on the levels of ATP available
for consumption since ATP promotes the initiation of ribosomal
RNA (rRNA) transcription and is consumed by translating
ribosomes (Schneider et al., 2002). This change in transcription
after adaptation seems to be involved in energy saving.

Regarding ABC transporters and PTS proteins, both pathways
(important for the influx of essential nutrients and efflux of
toxic molecules, and carbohydrate uptake, respectively) were up-
regulated and down-regulated after olive oil adaptation. Thus,
to maintain cell growth, metabolism regulation was achieved
by upregulation and downregulation of several genes involved
in transport, uptake of nutrients, and regulatory systems (two-
component system).

CONCLUSION

Probiotic lactobacilli retain a broad arsenal of molecular
mechanisms to combat the frequent harsh environmental
stresses encountered during processing and ingestion,
especially L. pentosus due to its genetic heterogeneity
and  plasticity. Thus, understanding the molecular
mechanisms involved in the adaptation of potential
probiotic lactobacilli is crucial for its use as probiotics
improving their viability during technological stresses,
storage, and digestion and also their functionality. In
the present study, transcriptional changes were reported
in the potential probiotic TO L. pentosus AP2-16 which
exhibited improved functionality, rerouting its metabolic
pathways highly connected and linked to energy balance
control (energy production and energy storage), cell growth
and survivability, interaction with host (glycoconjugates),
and other physiological features. Pre-adaptation of some
lactobacilli with olive oil may represent a novel approach for
manufacturing probiotic products with improved stability
and functionality.
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Abstract

Despite increasing interest to investigate horizontal gene transfer as a leading cause
of antibiotic resistance spread, the resistome is not only influenced by the influx and
efflux of genes in different environments. Rather, the expression of existing genes under
different stress conditions requires special attention. This study determined whether pre-
adapting Lactiplantibacillus pentosus strains, isolated from Alorefia green table olives, to
vegetable-based edible oils influence their phenotypic and genotypic responses to
antibiotics. This has significant diet, food matrix, gut health, and food safety concerns.
Pre-adapting L. pentosus strains to oils significantly changed their susceptibility profile
to antibiotics. However, results generally differed among the three strains; although
changes in the Minimum Inhibitory Concentration (MIC) of antibiotics occurred, it
depended on the L. pentosus strain and the oil used for adaptation. The pre-adaptation of
L. pentosus strains with olive, sunflower, argan and linseed oils induced gene expressions
(e.g., rpsL, recA and uvrB) in several stress responses. Thus, to analyze this fact in-depth,
transcriptional changes were reported in the selected potential probiotic L. pentosus CF2-
10 adapted with olive or sunflower, rerouting its metabolic pathways to export toxic
molecules through efflux pumps and ABC transporters. Pre-adaptation of some
lactobacilli with olive or sunflower oils may represent a novel approach for
manufacturing probiotic products with improved stability, functionality and robustness.
On the other hand, this finding must be considered in the control of resistance boosting
related to horizontal gene transfer and the stress-induced expression of genes involved in

the antimicrobial resistance of pathogenic bacteria.

Keywords: Lactiplantibacillus pentosus, probiotics, vegetable edible oils,

transcriptomics, antibiotic resistance
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1. Introduction

Probiotic safety has become a significant criterion and an emerging concern (Toomey
et al., 2009). Probiotics are defined as "live microorganisms that, when administered in
adequate amounts, confer a health benefit on the host" (Food and Agricultural
Organization of the United Nations and World Health Organization, 2002; Hill et al.,
2014). However, concerning safety criteria, probiotics may have antibiotic resistance, an
emerging issue of great responsibility, especially the acquired resistance elements that
transfer horizontally into the human and animal microbiomes (Laxminarayan, 2014).
They have severe impacts and increased adverse effects on public health and the
environment due to the potential spread and the accumulation of antibiotic-resistant
bacteria (ABRs) and antibiotic resistance genes (ARGs) in different ecosystems as
contaminants (Kraemer et al., 2019; Martinez, 2008; VVan Bruggen et al., 2019). The use,
abuse and misuse of antibiotics in different sectors (veterinary, agriculture and clinical
therapy) generated this issue, thus allowing the continuous cycling of ABRs and ARGs
between animals/humans and their environments (Lushniak, 2014; Michael et al., 2014),
but this is not the sole mechanism. Biocides, as antiseptics or disinfectants in industrial
and sanitary areas, also promote significant challenges to the industry, veterinary and
medical settings through their cross-resistance to antibiotics (Braoudaki and Hilton, 2004;
Piovesan Pereira et al., 2021; Wand et al., 2017).

The increased emergence of antibiotic resistance (ABRs and ARGS) is not only due to
antimicrobial selective pressure exerted by antibiotics and biocides, which have been
primarily documented as the leading causes of antibiotic resistance occurrence, spread
and persistence (Oz et al., 2014). Instead, other factors can contribute to this issue, such
as environmental stresses (e.g., extreme temperature or pH, chemicals, and osmotic
stress) (Maltas et al., 2020) frequently encountered in clinical, natural environments and
food production. Thus, the horizontal gene transfer of multidrug resistance to the
pathogens and commensal gut microbiota is a potential threat to public health (Courvalin,
2006); however, antibiotic resistance, either intrinsic or resultant of mutation, does not
manifest a safety concern in itself. Furthermore, intrinsic resistant probiotics are helpful
during the co-administration of probiotics with antibiotics during antibiotic treatment,
allowing gut-microbiota restoration (Gueimonde et al., 2013; Yao et al., 2021).

The fermentation process of table olives is recognized as a stressful environment due

to its physicochemical conditions such as high salt concentration, low pH, polyphenols,
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and some condiments with antimicrobial activity (Borges et al., 2013; Thielmann et al.,
2017). In this sense, lactic acid bacteria (LAB), isolated during the natural fermentation
process of Alorefia table olives (Abriouel et al., 2012; Casado Mufioz et al., 2014), were
resistant to physicochemical conditions and at least three antibiotics. However, these
resistances relied on intrinsic mechanisms that were non-transferable or non-acquired
determinants; these included chromosomally encoded efflux pumps (NorA, MepA and
MdeA). Therefore, according to Qualified Presumption of Safety criteria, they were
considered safe for future applications as starter cultures or as probiotics.

Among these LAB, some Lactiplantibacillus pentosus strains exhibited probiotic
potential (Abriouel et al., 2012; Pérez Montoro et al., 2016) and their robustness and
functionality were improved after several stresses such as antimicrobials, chemicals and
UV light, showing changes in susceptibility patterns to antibiotics and the associated
expressed genes (Casado Murfioz et al., 2016a and b). Similarly, the adaptation of L.
pentosus, isolated from Alorefia table olives, with vegetable-based edible oils showed
increased survivability, stress resistance (acid and bile) and functionality through
transcriptional network switch to regulate robustness, stability and functionality (Alonso
Garcia et al., 2019, 2021). However, no data are available about the changes induced by
vegetable-based edible oils on the antibiotic-resistance profile of these bacteria. Taking
into consideration the safety of potential probiotic L. pentosus under different conditions
in the food matrix, in the gut and the presence of different diet components, the present
study focused on the molecular mechanisms underlying oil effects on L. pentosus
antibiotic resistance at a transcriptomic level and identify the bacterial mechanisms
involved. It is noteworthy to highlight that this is the first study dealing with the
determination of resistome change of potential probiotic bacteria as a response to
vegetable edible-oils present in the diet, probiotic formulation or dietary supplements.

On the other hand, this study will shed light on the potential of other bacteria
possessing transferable resistance genes. Exposure to this stress significantly contributes
to the spread of antibiotic resistance genes in natural environments, mainly to pathogens.

Nevertheless, further studies are required.
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2. Materials and Methods
2.1. Bacterial strains and growth conditions

Three strains (CF1-6, CF2-10 and MP-10) of Lactiplantibacillus pentosus (previously
Lactobacillus pentosus) isolated by Abriouel et al. (2012) from naturally-fermented
Alorefia green table olives by four small-medium enterprises (SMEs) from Malaga
(Spain) were selected among the best strains with the probiotic potential to be used in this
study. Strains adapted to different oils: almonds, argan, corn, linseed, olive, soy and
sunflower according to Alonso Garcia et al. (2019), were routinely cultured at 30°C in
the Man Rogosa and Sharpe (MRS) broth (Fluka, Madrid, Spain) for 24 hours, and kept
in 20% glycerol at -80°C for long term storage.

2.2. Antibiotic susceptibility of oil-adapted L. pentosus strains

The antibiotic MICs in oil-adapted and non-adapted L. pentosus strains were
determined as reported by Casado Mufioz et al. (2014) in LSM broth [90% of IST broth
(Oxoid, Madrid, Spain) and 10% MRS broth (Fluka, Madrid, Spain)] (Klare et al., 2005)
according to the ISO 10932/IDF 233 standard (1SO, 2010). After incubation, the MIC
was read, representing the lowest concentration of each antimicrobial agent that inhibited
the growth of the strain. All MIC determinations of each antimicrobial against each strain
were carried out in triplicate, and reliable results were taken if at least two of the three
replicates were in agreement. All antibiotics were purchased from Sigma Aldrich
(Madrid, Spain).

2.3. Molecular response of oil-adapted L. pentosus
2.3.1. RNA extraction

RNA extractions were done from the non-adapted and oil-adapted L. pentosus CF1-6,
CF2-10 and MP-10 (sunflower, olive, linseed and argan) using Direct-zol™ RNA
Miniprep (Zymo Research, California, USA) according to the manufacturer's
instructions. Total RNA was isolated from three biological repeats. DNase digestion was
performed according to the manufacturer's instructions (Zymo Research, California,
USA). RNA quantification and quality assessment were performed using a NanoDrop

2000 spectrophotometer (Thermo Scientific) and TapeStation. RNAs were adjusted to a
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500 ng/ml concentration and frozen at -80°C until required. RNAs were adjusted to a 2

pg/ml concentration per sample for sequencing and transcriptomic analyses.

2.3.2. Quantitative real-time PCR of stress/resistance genes after adaptation with edible
oils

The expressions of stress-resistance genes (rpsL, recA, srtA and uvrB) were done as
reported by Casado Mufioz et al. (2016a). For quantitative real-time PCR (QRT-PCR),
MRNASs were subjected to reverse transcription into cONA and subsequent real-time PCR
in a single reaction using the SensiFast SYBR & Fluorescein One-Step kit (Bioline,
Barcelona, Spain). The 16S-rRNA gene was used as a housekeeping gene, and a no
template control (NTC) was used as the negative control. Primers for the 16S rRNA
housekeeping gene and resistance genes were reported by Casado Mufioz et al. (2016a).
Quantitative PCRs (qPCRs) were performed in triplicate on an iCycler iQ™ Real-Time
PCR Detection System (BioRad, Herts, United Kingdom). PCR-grade water served as a

negative control.

2.3.3. Transcriptomic analysis of oil-adapted L. pentosus CF2-10 versus non-adapted
strains
RNA extraction, library preparation and RNA sequencing

Based on the results obtained in the previous section (2.3.2.), we selected L. pentosus
CF2-10 adapted with sunflower or olive oils to deepen its molecular response regarding
resistance. RNA extraction was done as described above in section 2.3.1. According to
the manufacturer's instructions, the Truseq Stranded Total RNA Kit (Illumina, Inc., San
Diego, CA, United States) was used to remove ribosomal RNA for library preparation.
Sequencing was done on an Illumina Novaseq platform (2 x 150 bp read lengths) at
Lifesequencing S.L. (Valencia, Spain). First, raw sequencing reads were processed with
the reformat.sh script from the BBTools suite (Bushnell—-

sourceforge.net/projects/bbmap/) to remove low-quality bases (Q20) from both ends and

short sequences (50 nucleotides). Filtered reads were then scanned for traces of ribosomal
RNA with SortMeRNA v2.1 (Kopylova, 2012), parameters and databases by default.
Bioinformatic analysis
The resulting reads were aligned to the protein-coding transcriptome of Lactobacillus
pentosus BGM48 (GCA _002850015.1) using Salmon v1.1 (Patro, 2017), parameters by


http://sourceforge.net/projects/bbmap/
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default. Counts were collapsed with tximport v1.12.3 (Soneson, 2015) and analyzed with
DESeq2 v1.24.0 (Love, 2014) packages on R v3.6. Only genes with ten or more counts
across all samples were kept for further comparisons. Pagj < 0.05 and |log2 FC| > 1.5 were
the criteria for considering a gene as differentially expressed between the studied groups.
Gene ontology (GO) terms were obtained from the Lactobacillus pentosus BGM48 page
of Uniprot. Only terms with two or more counts across differentially expressed genes
(DEG) of at least one comparison were used to generate the figures.

Validation of differentially expressed genes by qRT-PCR

Five genes were selected for RT-PCR experiments to verify transcriptomic results
(Table 1). Total RNA was extracted from L. pentosus CF2-10 strains pre-adapted with
either sunflower or olive oil and non-adapted strain (control) as described above. RNAs
were adjusted to a 500 ng/ml concentration and frozen at —80°C until required for
analysis.

The expression of selected genes (Table 1) was analyzed by quantitative, real-time
PCR (qRT-PCR) using SensiFAST™ SYBR & Fluorescein One-Step Kit (BIOLINE).
Phenylalanyl-tRNA synthase alpha-subunit (pheS) gene was used as a housekeeping gene
(Naser et al., 2005), and no-template control (NTC) was used as a negative control.
Quantitative PCRs (QPCRs) were performed in triplicate, 20-ul reactions on a CFX96
TouchTM Real-Time PCR Detection System from BioRad. The gPCR conditions were
as follows: pre-denaturation at 95°C for 2 min, denaturation at 95°C for 30 s, and
annealing at 59°C for 30 s and extension at 72°C for 30 s; fluorescence signals were
collected during annealing and extension, and the whole process was repeated for 40
cycles; final extension for 2 min. Melting-curve analysis included 95°C for 10 s, 65°C for
5s, and 95°C for 50 s.

2.4. Statistical Analysis

Statistical analyses were conducted using Excel 2016 software (Microsoft
Corporation, Redmond, WA, United States) to determine averages and standard
deviations. All analyses were performed in triplicate. Statistics included the Analysis of
Variances (ANOVA) by XLStat software (Addinsoft 2020.2.2; New York, United States),
Shapiro—Wilk test and Levene test to check data normality, and Tukey HSD test, where
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p < 0.05 was considered statistically significant. Statistical analysis for transcriptome

analysis was previously described in Section 2.3.3 "Bioinformatic Analysis".
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3. Results

3.1. Phenotypic response of L. pentosus strains to oil adaptation

Phenotypic response to oil adaptation with different edible oils (almonds, argan, corn,
linseed, olive, soy and sunflower) was generally different in the three L. pentosus strains
analyzed (Table 2). An increase, decrease, or no change in the MIC of antibiotics was
observed, but it was highly dependent on the L. pentosus strain and the oil used for
adaptation. Generally, the MICs of ciprofloxacin, erythromycin, clindamycin,
streptomycin  and  tetracycline increased by 2-8 fold, followed by
sulfamethoxazole/trimethoprim, gentamycin, amoxicillin and ampicillin (Table 2).
However, the MICs of chloramphenicol and kanamycin exhibited no changes regardless
of the strain and oil adaptation (Table 2). On the other hand, we observed a decrease in
MICs in a few cases for ciprofloxacin and tetracycline after adapting L. pentosus CF1-6
with oil (Table 2).

Concerning oils, linseed, olive, sunflower, and soy were the oils which induced the
most changes in antibiotic MICs. In contrast, erythromycin, ciprofloxacin and
tetracycline were the antimicrobials that exhibited MIC changes after oil adaptation
(Table 1). Regarding L. pentosus strains, linseed and argan induced more changes in
antibiotic MIC in L. pentosus CF1-6; however, olive, linseed and sunflower impacted L.
pentosus CF2-10; finally, linseed and soy induced changes in antibiotic susceptibility of
L. pentosus MP-10.

3.2. Genotypic response of stress/resistance genes in oil-adapted L. pentosus

Based on the phenotypic response of L. pentosus strains to oil adaptation, linseed,
sunflower, olive and argan were selected to test the effect of oil adaptation on the
expression of genes involved in tolerance/resistance of three potential probiotic L.
pentosus (CF1-6, CF2-10 and MP-10) strains. For this, we analyzed the following genes:
rpsL, recA, uvrB and srtA. The results obtained showed that responses differed depending
on L. pentosus strain, the oil used for adaptation and the gene analyzed (Fig. 1).

Concerning the rpsL gene, up-regulation was observed in L. pentosus CF2-10 adapted
with olive (9.10 fold), argan (4.75 fold), sunflower (4.23 fold) and linseed (1.68 fold) oils;
and in L. pentosus MP-10 adapted with argan oil (2.27 fold) (Fig. 1). Similarly, up-

regulation of the uvrB gene was observed after adaptation of L. pentosus CF2-10 with
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sunflower (6.38 fold) and linseed (1.77 fold) oils; also in L. pentosus MP-10 with argan
(2.75 fold) and sunflower (1.79 fold) oils (Fig. 1).

Concerning the recA gene, the adaptation with sunflower oil produced an up-regulation
in L. pentosus CF2-10 and MP-10 strains. However, this up-regulation was also shown in
argan-adapted L. pentosus MP-10 and olive-adapted L. pentosus CF1-6 (Fig. 1).

Analysis of srtA gene expression revealed only up-regulation in sunflower-adapted L.
pentosus MP-10. In the rest of the cases, we observed no significant changes or down-
regulation occurred, especially in srtA gene expression of the following cases: olive-
adapted L. pentosus CF2-10 and MP-10, argan-adapted L. pentosus CF1-6, CF2-10 and
MP-10, linseed-adapted L. pentosus CF1-6 and MP-10, and sunflower-adapted L.
pentosus CF1-6 (Fig. 1).

3.3. Insights into the molecular response of L. pentosus CF2-10 to oil adaptation
3.3.1. lllumina NovaSeq mRNA sequencing and global transcriptomic analysis of the oil-
adapted Lactiplantibacillus pentosus CF2-10

Compared to untreated control, L. pentosus CF2-10 adapted with sunflower or olive
oils was subjected to transcriptomic analysis. Raw data for this study have been deposited
in the European Nucleotide Archive (ENA) at EMBL-EBI under accession number
PRJEB51051 (https://www.ebi.ac.uk/ena/browser/view/PRJEB51051), and the Pearson
correlation coefficient showed a correlation of gene expression patterns among three
independent biological replicates. Clean reads of the three libraries were mapped to the
L. pentosus BGM48 reference genome. About 2735 genes from 3197 (85.55%) were
successfully mapped (Tables S1, S2 and S3). Degrees of similarity were evaluated
between the different samples using a PCA plot (Principal Component Analysis) (Figure
S1-A) and a heat map (Fig. S1-B); both treatment conditions showed great differences
with the "control" condition (Fig. S1). Comparative analysis showed 91 (50 up-regulated
and 41 down-regulated) and 78 (49 up-regulated and 29 down-regulated) differentially
expressed genes (DEGs) (log>“fold change” > 1.5 at statistically significance level P <
0.05) in olive-adapted (O) and sunflower-adapted (G) L. pentosus CF2-10 versus control
(C), respectively (Tables S1 and S2). Furthermore, 49 DEGs (19 up-regulated and 30
down-regulated genes) were detected in sunflower-adapted (G) versus olive-adapted L.
pentosus CF2-10 (Table S3).

10
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GO terms analysis highlighted the adaptation to each oil-induced change in gene
expression to decipher the biological processes, cellular components, and molecular
functions of oil-adapted L. pentosus CF2-10 (Fig. 2), i.e., those different from non-
adapted controls. Comparative transcriptomics of oil-adapted L. pentosus CF2-10 versus
non-adapted control indicated that some metabolic pathways were up-regulated in both
sunflower and olive-adapted strain versus non-adapted control (Fig. 2). However, others
were only up-regulated in one of the oil-adapted strains and thus are exclusively enhanced
in sunflower or olive-adapted L. pentosus CF2-10 versus control involving the differential
expression of different genes. In this sense, GO-terms analysis revealed similar up-
regulated metabolic pathways in both sunflower and olive-adapted L. pentosus CF2-10
versus control; different DEG levels included: bacterial secretion system; RNA
polymerase; glyoxylate and decarboxylase metabolism; valine, leucine and isoleucine
degradation; quorum sensing; fatty acid metabolism; aminoacyl t-RNA degradation;
biotin metabolism and fatty acid biosynthesis (Fig. 2). Furthermore, up- and down-
regulation of the same metabolic pathways were shown for olive and sunflower-adapted
L. pentosus CF2-10 versus control. These include: protein export; pantothenate and COA
biosynthesis; DNA replication; phosphotransferase system (PTS); two-component
system, biosynthesis of amino acids; carbon metabolism; microbial metabolism in diverse
environments; biosynthesis of secondary metabolites; metabolic pathways; propanoate
metabolism; pyruvate metabolism; starch and sucrose metabolism; purine metabolism;
oxidative phosphorylation; fructose and mannose metabolism; pentose phosphate
pathway; citrate cycle and glycolysis/gluconeogenesis (Fig. 2). On the other hand, in the
case of sunflower-adapted L. pentosus CF2-10, exclusive up-regulation of nitrogen
metabolism, arginine metabolism and glycerophospholipid metabolism was detected
(Fig. 2). However, olive-adapted L. pentosus CF2-10 exclusively showed other arsenals
of up-regulated metabolic pathways such as cationic antimicrobial peptide (CAMP)
resistance, sulfur relay system and terpenoid backbone biosynthesis (Fig. 2).

3.3.2. Identification of DEGs involved in resistance after oil adaptation of L. pentosus
CF2-10

Figure 3 clearly shows the up-regulation of DEGs involved in defense and
antimicrobial resistance of L. pentosus CF2-10 after oil adaptation (sunflower or olive).

In this sense, MFS (major facilitator superfamily) transporter gene was over-expressed in
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olive-adapted and sunflower adapted L. pentosus CF2-10 by 5.21 (BB562_15125) and
4.17/1.90 (BB562_09955 and BB562_15125, two gene locus) log2FC, respectively
(Tables S1 and S2). Furthermore, anthranilate phosphoribosyltransferase coding gene
(BB562_09180) was over-expressed in olive-adapted L. pentosus CF2-10 by 4.11 log2FC
(Table S1), while in sunflower-adapted L. pentosus CF2-10 it was of 4.47 log2FC (Table
S2). Also, BB562_09180 gene coding for peptide ABC transporter substrate-binding was
up-regulated in olive-adapted and sunflower adapted L. pentosus CF2-10 by 1.77 and 1.52
log2FC, respectively (Tables S1 and S2). On the other hand, CRISPR-associated
endonuclease Cas2 (BB562_00540, 2.54 log2FC); hypothetical proteins [(BB562_00880,
1.67 log2FC, ATP binding [GO:0005524], ATPase activity [GO:0016887]);
(BB562_01605, 1.54 log2FC, integral component of membrane [GO:0016021]);
transcriptional repressor (BB562 12770, 1.69 log2FC); diguanylate cyclase
(BB562_ 13230, 1.61 log2FC); cellulose synthase (BB562 13235, 1.51 log2FC);
glycosyl transferase family 2 (BB562_13240, 1.67 log2FC); phosphate ABC transporter
substrate-binding protein (BB562_13420, 1.95 log2FC); phosphonoacetaldehyde
hydrolase  (BB562_ 13500, 1.97 log2FC); 2-aminoethylphosphonate-pyruvate
transaminase (BB562_ 13505, 1.88 log2FC); metal ABC transporter substrate-binding
protein (BB562_15075, 2.49 log2FC); transcriptional regulator Spx (BB562_15285, 1.63
log2FC) were only up-regulated in olive-adapted L. pentosus CF2-10 (Table S1).
However, in sunflower-adapted L. pentosus CF2-10 (Table S2), the following genes
coding for hypothetical proteins [(BB562_01300, 2.42 log2FC); (BB562_ 07910, 1.59
log2FC); (BB562_07915, hydrolase activity [GO:0016787], 1.70 log2FC);
(BB562_13245, 1.61 log2FC, integral component of membrane [GO:0016021])], 6-
phospho-beta-glucosidase (BB562_01895, 2.13 log2FC), and short-chain dehydrogenase
(BB562_07735, 2.10 log2FC) were over-expressed.

On the other hand, Circos plots (Fig. 4) displaying percentages of the differentially
expressed ARG carrying L. pentosus CF2-10 showed that multidrug ABC transporter,
response to antibiotics and multidrug resistance were the most prevalent resistance
mechanisms under different conditions (control and oil-adapted cells) to others. In this
sense, both multidrug ABC transporter and multidrug resistance were highly expressed
in control (40 and 17.2%, respectively) compared with sunflower- (37 and 12.8%,
respectively) and olive- (34 and 15.56%, respectively) adapted L. pentosus CF2-10 (Fig.
4). However, genes in response to antibiotics were over-expressed in oil-adapted L.

pentosus CF2-10 versus control (33.4 and 32% in sunflower and olive-adapted strain
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versus 29.7% in control). In addition, daunorubicin was over-expressed in sunflower and
olive-adapted L. pentosus CF2-10 (6.8% and 12.14%, respectively) compared with
control (5.7%). In comparison, aminoglycoside and multidrug MFS ARG were over-
expressed in sunflower-adapted L. pentosus CF2-10 (4.15 and 3.26%, respectively)
versus control (2.8 and 2.9%, respectively) (Fig. 4). Regarding other ARGs such as
multidrug DMT transporter and EmrB/QacA family drug, over-expression was detected
in oil-adapted L. pentosus CF2-10 (0.6-0.8%) wversus control (0.4-0.6%).
Chloramphenicol, bleomycin and azaleucine resistance genes showed slight differences

between conditions (Fig. 4).

3.3.3. Quantitative Real-Time PCR Validation of Differential Expression

gRT-PCR was used to compare the expression activity of non-adapted cells (control)
and in olive/sunflower-adapted L. pentosus CF2-10 and verify the RNA-seq results. In
general, gene expressions in the olive and sunflower-adapted bacteria were higher for the
following genes: mfs (BB562_15125 gene coding for MFS transporter), ath
(BB562_09180 gene coding for anthranilate phosphoribosyltransferase) and ABCtr
(BB562_00860 gene coding for peptide ABC transporter substrate-binding). As
determined by gPCR and RNA-seq (Fig. 5), respectively, mfs gene was up-expressed in
sunflower (5 and 4.17- fold) and olive-adapted L. pentosus CF2-10 (5.75 and 5.21- fold),
while ath gene was over-expressed in sunflower (4.8 and 4.47- fold) and olive-adapted L.
pentosus CF2-10 (4.5 and 4.11- fold). Furthermore, ABCtr gene was over-expressed in
sunflower (1.8 and 1.5- fold) and in olive-adapted L. pentosus CF2-10 (2 and 1.77- fold)
(Fig. 5). However, cas2 (BB562_00540 gene coding for CRISPR-associated
endonuclease Cas2, 2.8 and 2.54- fold) and bglA (BB562_01895 gene coding for 6-
phospho-beta-glucosidase, 2 and 2.13- fold) genes were up-expressed in olive and
sunflower-adapted L. pentosus CF2-10, respectively. The gRT-PCR validates the
differential expression, and it was consistent with the RNA-Seq (Figure 5); thus, the

transcriptomics results were considered representative.
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4. Discussion

Vegetable edible oil direct consumption and their use as adjuncts in functional
food/dietary supplement formulation have drawn attention from earlier; however, the
impact of these oils on probiotic activities and their effect on defence mechanisms were
poorly addressed. Recently, Alonso Garcia et al. (2019, 2021) determined whether pre-
adapting Lactiplantibacillus pentosus strains, isolated from Alorefia green table olives to
vegetable-based edible oils improved their robustness and functionality (e.g., auto-
aggregation, co-aggregation with pathogens, and mucin adhesion). However, results
depended on the strain and the oil used for pre-adaptation. Improved functionality was
due to L. pentosus strain rerouting its metabolic pathways to balance energy production
and storage, cell growth and survivability, host interactions (glycoconjugates) and other
physiological features. In this study, we analyzed the effect of edible oils on the defence
mechanisms of L. pentosus isolated from Alorefia table olives, especially in terms of
antibiotic resistance, which is of great relevance not only in probiotic strains but also in
other bacteria of health interest such as pathogens. In this way, the transcriptomic analysis
may shed light on molecular aspects involved in this adaptation correlated with the
increase in resistance.

It was primarily reported that essential oils were used as alternative antimicrobials due
to their ability to decrease or inhibit pathogen growth and biofilm formation (El-Tarabily
et al., 2021; Millezi et al., 2016, Reda et al., 2020). However, some oils (e.g., manuka,
marjoram and oregano) at sub-inhibitory concentration induced antibiotic resistance in
Staphylococcus aureus (Turchi et al., 2019). In this study, we first analyzed the effect of
the adaptation to different vegetable edible oils on the phenotypic and genotypic
responses of three potential probiotic L. pentosus strains (CF1-6, CF2-10 and MP-10) to
antibiotics, thus providing new insights on how they become resistant in different
environments (e.g., in a food matrix, gut or other condition involving edible oils). In this
sense, previous studies demonstrated that physicochemical stresses, including
antimicrobials, chemicals and UV light, changed the susceptibility patterns to antibiotics
by increasing MICs for ampicillin, chloramphenicol, ciprofloxacin, teicoplanin and
tetracycline, and decreasing the MICs for clindamycin, erythromycin, streptomycin and
trimethoprim in most L. pentosus strains isolated from Alorefia table olives (Casado
Mufioz et al., 2016a). The results obtained in the current study indicated that oil adaptation
induced the increase of antibiotic MICs in a similar way as for physicochemical stresses
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(e.g., antimicrobials, chemicals and UV light) as reported by Casado Mufioz et al. (2016a)
for ciprofloxacin and tetracycline. However, the MIC of other antibiotics (e.g.,
erythromycin, clindamycin, streptomycin, trimethoprim, and ampicillin) was increased
after oil adaptation, most of which was decreased after physicochemical stress exposure
(Casado Mufioz et al., 2016a). This finding indicates that the susceptibility pattern of
antibiotics may rely mainly on the stress applied and the strains tested. We observed that
linseed, olive, sunflower and soy were the main oils that induced more antibiotic MICs.
Expression profiles of selected genes involved in stress/resistance response (rpsL, recA,
uvrB and srtA) differed depending on the oil used (linseed, sunflower, olive and argan)
for adaptation, L. pentosus strain (CF1-6, CF2-10 and MP-10), and the target gene. We
conclude that, despite the uniform phenotypic antibiotic susceptibility response to oil
adaptation observed in most cases, the repertoire of induced and repressed genes differs.
In this sense, rpsL gene, which encodes the 30S ribosomal protein S12, was over-
expressed after induction with all oils (olive, argan, sunflower and linseed) used for
adaptation of L. pentosus CF2-10; however, this gene was only over-expressed in argan
adapted L. pentosus MP-10. The over-expression of rpsL gene was maybe responsible for
the observed increased MIC of tetracycline and streptomycin in L. pentosus CF2-10, as a
30S-ribosomal protein S12 with polyspecific effects may act as an RNA chaperone
(Coetzee et al., 1994), to protect the ribosome structure and function under stress.

On the other hand, the uvrB gene was up-regulated in L. pentosus CF2-10 adapted to
sunflower and linseed and in L. pentosus MP-10 adapted to argan and sunflower; this
gene is related to nucleotide excision repair (NER) system (uvrA, uvrB, uvrC and uvrD
genes). Notably, the uvrB and recA genes had paired expression patterns involved in the
same repair mechanism, which were activated in some cases of strain adaptation with
some oils, similarly as occurred with L. pentosus strains exposed to antibiotics (Casado
Mufioz et al., 2016a). In this sense, the SOS response as an inducible pathway (Van der
Veen and Abee, 2011) may partly be responsible for some antibiotics' increased MICs
after oil adaptation. Regarding the srtA gene, which encodes an enzyme that anchors
surface proteins to the cell wall (Mazmanian et al., 1999), up-regulation was only detected
in sunflower-adapted L. pentosus MP-10. No significant changes or down-regulation
occurred in the other cases, suggesting that the srtA gene was not involved in the increased
antibiotic MIC after oil adaptation.

In general, oil adaptation as a stress condition may induce changes in the phenotypic

and genotypic response of potential probiotic L. pentosus strains highlighted by their
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increased robustness and functionality and their resistance to antimicrobials involving a
repertoire of genes. However, to ensure survival and improve stress tolerance of these
bacteria as necessary as starter/protective cultures or probiotics, this will rely on the
individual screening of each strain under each stress condition. For this, we selected a
potential probiotic L. pentosus CF2-10, which exhibited more changes at phenotypic and
genotypic levels after oil adaptation. In this sense, L. pentosus CF2-10 was phenotypically
susceptible to tetracycline (Casado Muiioz et al., 2014). However, it was shown to be
resistant to this antibiotic after oil adaptation, while in the other cases, increased antibiotic
MIC was observed, thus increasing their resistance. To investigate the molecular
mechanisms behind the increased antibiotic resistance, comparative transcriptomic
analysis under stressing (oil adaptation) and non-stressing conditions (control) revealed
that olive or sunflower oils had an impact on L. pentosus CF2-10, showing significant
differences [91 and 78 DEGs in olive-adapted (O) and sunflower-adapted (G) L. pentosus
CF2-10 versus control (C), respectively], and also between stress conditions [49 DEGs in
sunflower-adapted (G) versus olive-adapted L. pentosus CF2-10]. Overall, L. pentosus
CF2-10 switched the expression of several genes involved in different metabolic
pathways to survive oil adaptation being; some mechanisms shared by both oils used in
adaptation (sunflower and olive) include bacterial secretion system, nucleotide
metabolism, fatty acid metabolism, amino acid metabolism, quorum sensing and stress
response. Some of these mechanisms are involved in growth and survival, and also in
probiotic activity, as reported by Alonso Garcia et al. (2021) for olive-adapted L. pentosus
AP2-16, which responded by rerouting its metabolic pathways to balance energy
production and storage, cell growth and survivability, host interactions (glycoconjugates),
and other physiological features involved in robustness and functionality. In the current
study, the pre-adaptation with olive or sunflower oils switches the transcriptional network
of L. pentosus CF2-10 to regulate its functionality and robustness; antibiotic resistance is
one of the affected features. In this sense, over-expression of the MFS transporter gene
(4-5 log2FC) involved in antibacterial drug resistance (Andersen et al., 2015; Ranaweera
et al., 2015) was observed in both olive and sunflower-adapted L. pentosus CF2-10.
Besides antimicrobials, MFS efflux pumps play an essential role in the extrusion of toxic
metabolites, Krebs cycle intermediates, quorum sensing signals and other unknown
molecules, being quorum sensing molecules involved in the expression of the efflux gene
(Evans et al., 1998; Martinez et al., 2009). According to phenotypic susceptibility tests,

olive and sunflower-adapted L. pentosus CF2-10 showed increased MICs for
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ciprofloxacin, clindamycin, streptomycin and tetracycline, thus over-expressed MFS
gene may be involved in the resistance to these antibiotics. Independent of the horizontal
gene transfer of ARGs, MFS efflux pumps non-horizontally transferred in different
bacteria such as probiotics or pathogens could be induced under some stress conditions
(environment, diet, and digestive conditions), leading to different effects. Vegetable
edible oils are widely consumed as a component of the diet. Some oils that are extensively
used in the Mediterranean diet, such as olive oil, could represent a promising approach
toward the design and manufacture of probiotic products with improved stability,
functionality and robustness and also, in some cases, to inhibit pathogens (Dang Xuan et
al., 2018; Tabassum et al., 2014). However, this fact may represent a great challenge for
other pathogens with clinical importance since oils may induce increased resistance to
antibiotics used in therapy depending on the strain and the oil used.

On the other hand, the anthranilate-phosphoribosyltransferase gene involved in the
aromatic amino acid biosynthesis pathway, specifically the tryptophan synthesis, was
over-expressed (4-4.5 log2FC) in olive and sunflower-adapted L. pentosus CF2-10. This
fact may enhance the growth and resistance of L. pentosus CF2-10 since the tryptophan
pathway is essential for bacterial growth. The pre-adaptation of probiotics with oils
represents a new approach to increase tryptophan biosynthesis in food and the gut.
Tryptophan has a vital role in host-microbiota cross-talk underlying regulation of gut
functions in health conditions and during disease states such as irritable bowel syndrome
(IBS) and inflammatory bowel disease (IBD) (Bosi et al., 2020).

Additionally, the gene coding for peptide ABC transporter substrate-binding was over-
expressed in olive and sunflower-adapted L. pentosus CF2-10 being involved in self
immunity and substrate export, conferring resistance against different antimicrobials,
including antibiotics (Smits et al., 2020). In this sense, other transporters such as
phosphate ABC transporter substrate-binding protein and metal ABC transporter
substrate-binding protein or other proteins (transcriptional regulator Spx and hypothetical
protein with ATPase activity) were only up-regulated in olive-adapted L. pentosus CF2-
10 being involved in the influx of essential nutrients and efflux of toxic molecules such
as antibiotics (Jousselin et al., 2013; Murina et al., 2019).

Finally, the overall analysis of DEGs abundance in sunflower or olive-adapted L.
pentosus MP-10 confirmed the effect of oil adaptation on the increased response to
antibiotics by increasing resistance against some antibiotics utilizing multidrug

transporters. Furthermore, it's noteworthy to highlight the increased resistance to
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chemotherapeutic agent daunorubicin. Oil-adapted probiotics with high daunorubicin-
resistance is a good strategy to administer to a patient exposed to this compound, since it
inhibits commensal anaerobes such as Bifidobacterium animalis, Lactobacillus

acidophilus and Clostridium among others (van Vliet et al., 2009).

5. Conclusions

Vegetable oils are primarily consumed and used as adjuncts in functional food/dietary
supplement formulation. Thus, understanding the molecular mechanisms behind the
impact of oil adaptation on potential probiotic lactobacilli is crucial to design oil
adaptation as a strategy to increase their robustness and functionality under several
stresses. However, the safety aspects must be analyzed to resist changes after oil
adaptation to avoid resistant bacteria. In the present study, pre-adaptation of probiotic L.
pentosus strains with oils induced changes in their phenotypic and genotypic profile
related to antibiotic susceptibility and defence mechanisms. Thus, transcriptional changes
were reported in the potential probiotic L. pentosus CF2-10 adapted with olive or
sunflower, which exhibited increased antibiotic MIC and over-expression of stress genes
(rpsL, recA and uvrB), rerouting its metabolic pathways to the export of toxic molecules
such as efflux pumps and ABC transporters. Pre-adaptation of some lactobacilli with
olive or sunflower oils may represent a novel approach for manufacturing probiotic
products with improved stability, functionality and robustness. The control of resistance
spread must include horizontal gene transfer and expression of genes induced by stress

and are involved in antimicrobial resistance.
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Figure legend

Figure 1. The effect of oil adaptation on the expression of rpsL, recA, uvrB and srtA
genes in L. pentosus CF2-10 (A), L. pentosus MP-10 (B) and L. pentosus CF1-6 (C). The
relative expression levels were normalized to control values for the three L. pentosus
strains for x-fold expression analysis. Each bar represents the mean value and the standard
deviation as the error bar for three independent experiments. * denotes significant
differences between controls and oil-adapted strain (P < 0.05).

Figure 2. GO classification of significantly differentially expressed genes (DEGS) in oil-
adapted L. pentosus CF2-10. Significantly up-regulated (turquoise bars) and down-
regulated (brick bars) DEGs (logz FoldChange > 1.5) between sunflower-adapted (G) and
olive-adapted (O) (G vs O); between olive-adapted (O) and non-adapted (C) (O vs C);
and between sunflower-adapted (G) and non-adapted (C) (G vs C) L. pentosus CF2-10

were annotated into GO terms.

Figure 3. Expression of differentially expressed genes in the oil-adapted (G or O) L.
pentosus CF2-10 vs. control (C). Samples in columns and the encoded genes on rows.
Differential expression is indicated with the color key. Samples: O vs C, olive-adapted
strain vs. control; G vs C, sunflower-adapted strain vs. control; and G vs O, sunflower-

adapted strain vs. olive-adapted strain.

Figure 4. Circos plot illustrating abundance of differentially expressed antibiotic
resistance genes (ARGS) in oil-adapted (G or O) L. pentosus CF2-10 vs. control (C). The
width of each connecting ribbon is directly proportional to the percentage of expressed
ARG in each transcriptome sample. A specific ribbon color represented each ARG, and
the width of each ribbon demonstrates the abundance of each differentially expressed
ARG.

Figure 5. Validation of relative RNA sequence results of five selected genes in the non-

adapted cells (control) and sunflower (A) and olive (B) -adapted L. pentosus CF2-10, by

comparing with gRT-PCR results. All values were normalized to "control” values.
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Legend:

Figure S1. Correlation among Lactiplantibacillus pentosus CF2-10 RNA-seq samples. (A) Principal component
analysis (PCA) of transcript levels of RNA-seq samples. The analysis was performed on R using the expression
data of all expressed genes. (B) Heat map of the Pearson correlation of sequenced samples based on gene
expression level. Clustering was done according to the expression data of all expressed genes. Samples: C,
control; G, sunflower-adapted L. pentosus CF2-10; O, olive-adapted L. pentosus CF2-10.
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Table 1
Primers and PCR conditions used in this study.

Gene (product) Primer Sequence (57-3") Annealing PCR product Reference
Temperature (°C) size (bp)
mfs mfs-F ATGCAGACAACTGGTCAAAACA 59 200 This study
(MFS transporter) mfs-R ACGACCATCGTCAACATAAAA
ath ath-F ATGGTTATTGCGGTGGCGA 59 213 This study
(Anthranilate ath-R ACTAAAGGAAGATTGAGCATC
phosphoribosyltransferase)
ABCtr ABCtr-F  ATGCAATGGAAATTATTTACAAC 59 212 This study

(Peptide ABC transporter substrate- ABCtr-R ATCGTGCCACTAACCACGT
binding protein)

cas2 cas2-F ATGAGTATGTTGGTCGTGGT 59 217 This study
(CRISPR-associated endonuclease cas2-R ATGTCTGGAACTCAAATCCC
Cas2)
bglA bglA-F ATGATAGTGAAAAAACTCACCT 59 212 This study
(6-phospho-beta-glucosidase) bglA-R ACGGCTTCATGGTTTGGATA
pheS pheS-21F  CAYCCNGCHCGYGAYATGC 59 411 Naser et al. (2005)
(Phenylalanyl-tRNA synthase pheS-23R  GGRTGRACCATVCCNGCHCC

alphasubunit)
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Table 2

Effect of oil pre-adaptation on antibiotic MIC in three Lactiplantibacillus pentosus strains isolated from naturally-fermented Alorefia green table olives.

Fold increase () or decrease (N\g) in MIC of different antibiotics

Qil L. pentosus strains AMP ~ AMX CHL  CIP CLI ERY GEN KAN SMZ STR TET
ITMP
Almonds CF1-6 - - - 2 - A2 - - A2 - -
CF2-10 - - - - - - - - - - -
MP-10 - - - - - - - - - - -
Argan CF1-6 A2 - - 2 - A2 - - A2 - 2
CF2-10 - - - A2 - M4 - - - - -
MP-10 - - - - - A2 - - - - -
Corn CF1-6 - - - N2 - A2 - - A2 A2 -
CF2-10 - - - A2 A2 - - - - - A2
MP-10 - - - - - - - - - - -
Linseed CF1-6 - N2 - - - A2 M8 - A2 A2 -
CF2-10 - - - A2 A2 - - - - A2 A2
MP-10 - - - - A2 ; A2 ; ; ; ]
Olive CF1-6 A2 - - - - A2 - - A2 - -
CF2-10 - A2 - A2 A2 - - - - A2 A2
MP-10 - - - - - - - - - - -
Soy CF1-6 - - - - - A2 ; - ; A2 ]
CF2-10 - - - A2 A2 - - - - - A2
MP-10 - - - - A2 . A2 ; ; ; ]
Sunflower  CF1-6 - - - - - A2 - - - A2 -
CF2-10 - - - A2 A2 - - - . A2 A2

MP-10 - A2 - - - - - - - - -
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Antimicrobials are: AMP, ampicillin; AMX, amoxicillin; CHL, chloramphenicol; CIP, ciprofloxacin; CLI, Clindamycin; ERY, erythromycin; GEN,
gentamycin; KAN, kanamycin; SMZ/TMP, sulfametoxazol/Trimethoprim; STR, streptomycin; TET, tetracycline.

(/' and\): Strains exhibited fold increase or decrease, respectively in the corresponding antibiotic MICs comparing with controls under standard
conditions. (-): No change in MIC comparing with non-adapted strain to oil.
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DISCUSION

Los aceites vegetales comestibles se han propuesto durante siglos como ingredientes
de calidad alimentaria, condimentos, cosméticos y también como agentes terapéuticos
debido a sus actividades antimicrobianas y/o antiinflamatorias (Gurib-Fakim, 2006;
Reichert, 2002). Ademas, los aceites vegetales se han utilizado como componentes de
emulsiones que transportan microorganismos, genes, proteinas antigénicas y farmacos
(Nam et al, 2009). Sin embargo, como componente dietético, queda poca informacion
disponible de sus efectos sobre los probidticos y otras bacterias saludables en los
productos alimenticios y el intestino (Shahdadi et al, 2015). Para asegurar la
funcionalidad de los probidticos, los microorganismos deben permanecer viables
durante toda la vida 1til de los productos en los que se incorporan y en el tracto
gastrointestinal (Galdeano & Perdigon, 2004). Como tales, los aceites vegetales
comestibles afadidos a los alimentos probidticos, o como parte de la dieta, pueden
afectar su viabilidad y funcionalidad; constituyen una fuente de potentes agentes
naturales bioldgicamente activos incapaces de discriminar entre bacterias benéficas y
patogenas (Nychas et al, 2003). Por otro lado, se ha visto que los aceites esenciales
inhiben los patégenos y algunas bacterias probidticas (Mahmoudi et al, 2014).

En condiciones ambientales, dietéticas y digestivas, las bacterias probidticas
encuentran varios factores estresantes que incluyen temperatura, acido, bilis,
componentes dietéticos, estrés oxidativo y osmético y antimicrobianos, entre otros.
Para contrarrestar los efectos perjudiciales de las condiciones hostiles y el estrés, las
respuestas de los probidticos resultantes de los mecanismos de adaptacién inducen
cambios bioquimicos y fisiologicos para asegurar la supervivencia o incluso una
actividad probidtica mejorada. En este sentido, varias investigaciones se centraron en
la busqueda de nuevas estrategias para incrementar la robustez de las bacterias
benéficas, aprovechando las adaptaciones naturales en condiciones adversas. Los
estudios previos realizados por varios autores (Corcoran et al, 2006; Desmond et al,
2002; Gaucher et al., 2019; Mills ez al,, 2011) mostraron que la adaptacion a diferentes
estreses (sal, pH bajo, bilis, alta temperatura, etc.) como estrategia para mejorar el

desempefo tecnolégico de los lactobacilos probidticos (Corcoran et al, 2006;
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Desmond et al, 2002; Mills et al., 2011; Pérez Montoro, Benomar, Caballero Gémez,
Ennahar, Horvatovich, Knapp, Galvez, et al, 2018). Ademas, Casado Mufioz et al,
(2016) indicaron que la adaptacién a concentraciones subletales de antimicrobianos
podria ser una buena manera de lograr la robustez deseable del probidtico L. pentosus
MP-10 en diversas condiciones ambientales y gastrointestinales (por ejemplo, estrés
acido y biliar) segun lo revelado por el andlisis proteémico. Asimismo, Pérez Montoro
et al. (2018) mostraron que las cepas de L. pentosus preexpuestas a acidos mostraban
una funcién probidtica mejorada, como la capacidad de autoagregacién a través de
proteinas de superficie.

Teniendo en cuenta esta informacién, el primer estudio tuvo dos objetivos
principales: en primer lugar, la evaluacién in vitro de cémo los aceites dietéticos
afectaban el crecimiento de bacterias probidticas y, en segundo lugar, cémo la
preadaptacién con aceites comestibles vegetales aumentaba la robustez de las bacterias
probidticas y mejoraba las caracteristicas probidticas y qué mecanismos moleculares
estaban involucrados.

En este estudio se examiné in vitro el efecto de los aceites comestibles sobre el
crecimiento de cepas probidticas de L. pentosus aisladas de aceitunas verdes de mesa
Alorefia, ya que existe un gran interés en desarrollar alimentos probidticos que
contengan aceites. Como tal, la viabilidad (es decir, la supervivencia y el crecimiento
optimo) de las bacterias probidticas debe garantizarse durante el procesamiento y
almacenamiento de alimentos, asi como en el tracto gastrointestinal donde promueven
beneficios para la salud (Ranadheera et al, 2010). Este estudio indica que los aceites
vegetales probados (al 2% como concentracién adecuada para ensayar todos los
aceites) promovieron niveles variables de inhibicién del crecimiento de las cepas de L.
pentosus con potencial probidtico, y cada cepa de L. pentosus respondié de manera
diferente, aunque los recuentos de células fueron a menudo mayores que el requisito
minimo de 108 UFC/ml para que un producto se considere probiodtico. Ademads, el
aceite esencial de menta mostré el mayor efecto inhibitorio en comparacién con los

otros aceites (es decir, girasol, oliva, lino, soja, maiz, almendra y argan), disminuyendo
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la viabilidad bacteriana hasta 1.2 logiotras una incubacién de 24 horas, con recuentos
celulares manteniéndose, en la mayoria de los casos, por encima de 108 CFU/ml. De
manera similar, Moritz, Rall, Saeki, & Junior (2012) demostraron que el aceite esencial
de menta solo causaba estrés subletal a un probidtico L. rhamnosus en la leche
fermentada durante su periodo de vida util; sin embargo, Shahdadi er al (2015)
mostraron que el aceite esencial de menta disminuy6 la viabilidad del probidtico L.
acidophilus e inhibié la reduccion del pH durante el almacenamiento de yogur liquido
para beber. Los acidos grasos, presentes como triglicéridos en estos aceites, y los
polifenoles, inhiben directamente la viabilidad de las bacterias probidticas segin el
tipo de aceite y las reacciones de la cepa expuesta. Aqui, tanto el crecimiento como la
capacidad de acidificar se vieron relativamente afectados por los tratamientos con
aceites, especialmente por el aceite esencial de menta, aunque a menudo no
disminuyeron la viabilidad celular por debajo del recuento minimo requerido para ser
considerado un probidtico. A la luz de estos hallazgos, la ingestién de algunos aceites
puede afectar la viabilidad de algunas bacterias beneficiosas, pero podria ayudar a
reducir los patégenos tanto en los productos alimenticios como en el intestino.
Teniendo en cuenta que la viabilidad de las bacterias probidticas y su funcionalidad
depende de la cepa y del aceite utilizado, los probidticos de segunda generacion se
obtuvieron mediante la preadaptacion de cepas de probidticas de L. pentosus con los
diferentes aceites. El uso de probidticos de segunda generaciéon puede tener efectos
positivos adicionales, incluidas actividades probidticas mejoradas en comparacién con
las cepas parentales de L. pentosus. Los resultados mostraron una tasa de crecimiento
mejorada de bacterias adaptadas (frente a bacterias no adaptadas) una vez expuestas a
los aceites, alcanzando recuentos viables similares o mayores (hasta 9 unidades
logaritmicas) que los controles cultivados en ausencia de aceites. En este sentido, las
bacterias probidticas responden al estrés produciendo sustancias especificas, como
exopolisacaridos y proteinas, que pueden proteger a las células de otros factores
estresantes (Nguyen et al, 2016). Ademas, esta adaptacién tuvo un gran impacto en

sus caracteristicas probioticas detectadas in vitro, como la tolerancia al pH bajo y las
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sales biliares. Por otro lado, se ha demostrado ampliamente que las caracteristicas
probidticas estdin muy relacionadas con la cepa y sus sustancias producidas; sin
embargo, las condiciones de exposicién de la cepa probidtica son cruciales para
determinar su funcionalidad, como las respuestas a diferentes tensiones ambientales
(incluidas las gastrointestinales) o tecnoldgicas. La preexposicion de bacterias
probioticas al estrés puede afectar su robustez, como estudiaron previamente Casado
Muioz et al. (2016), que mostraron que la preexposicion de L. pentosus -con potencial
probidtico- a dcidos mejora sus funciones probidticas como la autoagregacién a través
de proteinas de superficie. Otros estudios revelaron que los probidticos preadaptados a
multiples factores de estrés como los 4cidos, la bilis o la temperatura son mds robustos
a las condiciones gastrointestinales simuladas que sus contrapartes parentales y
exhiben acciones antagénicas mejoradas contra los patégenos (Mathipa & Thantsha,
2015). Siguiendo estos estudios, se compard la capacidad de supervivencia de cepas de
L. pentosus adaptadas al aceite a un pH bajo y una concentracion alta de bilis; los
resultados demostraron que la preadaptacién de los probidticos con algunos aceites
mejord su tolerancia a los 4cidos y la bilis. La tolerancia al 4cido de las cepas de L.
pentosus no adaptadas y adaptadas fue similar a pH 2.0, sin embargo se detectaron
diferencias evidentes a pH 1.5, dependiendo del aceite usado y la cepa ensayada. En
general, los aceites del maiz, el argdn, el girasol y la soja indujeron de manera mas
efectiva la tolerancia al 4dcido en casi todas las cepas de L. pentosus, seguidas de los
aceites de oliva, almendra y lino. Sin embargo, los aceites de oliva, lino y argin
aumentaron la tolerancia a la bilis en la mayoria de las cepas de L. pentosus. Estos
resultados sugieren que se utilizaron diferentes mecanismos para resistir ambas
tensiones aplicadas en este estudio.

Para obtener una mayor comprension de los mecanismos moleculares involucrados
en la tolerancia a acido/bilis después de la adaptacién al aceite, se realizé un estudio
comparativo de la expresién de genes involucrados en la respuesta al estrés/tolerancia.
Estudios previos (p. ej., Montoro et al, 2016), utilizando analisis protedmico

comparativo, determinaron que los marcadores proteicos implicados en la resistencia a
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los acidos en L. pentosus eran fosfoglicerato mutasa 2 dependiente de 2,3-
bisfosfoglicerato (PGAM-d) y el factor de elongacién G, que se produjeron en exceso
en condiciones estandar y de acidez. Como tal, el analisis del gen pgm, que codifica la
fosfoglicerato mutasa; el gen fizs, que codifica el factor de elongacién G; y otros genes
tales como gapd, que codifica gliceraldehido-3 fosfato deshidrogenasa; el gen tuf, que
codifica el factor de elongacién Tu; el gen prep, que codifica la prepilina; el gen groEL,
que codifica la proteina de choque térmico GroEL; el gen enol, que codifica enolasa; el
gen adhes, que codifica adhesina; y el gen rpsL, que codifica la proteina S12 de la
subunidad ribosémica 30S, revelé que las cepas de L. pentosus adaptadas al aceite
exhibian un repertorio diferente de sobreexpresion génica, segin la cepa y el aceite
utilizado para la adaptacion. En comparacién con las cepas parentales, las respuestas
adaptativas de cada cepa de L. pentosus se relacionaron con diferentes conjuntos de
genes (es decir, groFL, pgm, rpsL, fus, gapd, tuf, prep y enol) sobreexpresados para
mantener la homeostasis del pH intracelular, la produccién de energia, el metabolismo
de proteinas y carbohidratos y la secrecién. En cada cepa adaptada de L. pentosus,
dependiendo del aceite utilizado, se involucré un equilibrio de diferentes respuestas
en la tolerancia/resistencia, que es una caracteristica estable e irreversible. Con
respecto a la tolerancia a la bilis, se sobreexpresaron diferentes conjuntos de genes
(fus, pgm, gapd, prep, groEL, enol y rpsL). En general, independientemente de la cepa
y el tratamiento con aceite, los genes fus, rpsL, pgm, groEL, enol y prep fueron
sobreinducidos en cepas de L. pentosus adaptadas al aceite y que han sido involucradas
en la tolerancia a dcido/bilis. La respuesta a los aceites, especialmente los de oliva,
argan, girasol y lino, desencaden¢ la induccién de genes implicados en el metabolismo
para asegurar la supervivencia bajo estrés por el aceite y, en consecuencia, también
estuvieron implicados en la tolerancia a acido y/o bilis. Pérez Montoro et al. (2016)
demostraron que las cepas de L. pentosus preexpuestas a dcidos mostraron una mejor
funcién probidtica, incluida una mayor capacidad de autoagregacion, por medio de
proteinas multifuncionales como el factor de elongacién G (codificado por el gen fus)

y el fosfoglicerato mutasa 2 dependiente de 2,3-bisfosfoglicerato (codificada por el gen
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pgm). Como tal, ambos genes que codifican proteinas multifuncionales y estdn
involucrados en la tolerancia a los dcidos, también fueron inducidos por los aceites.
Ademas, Pérez Montoro et al. (2018) encontraron que los genes que codifican algunas
de las proteinas biomarcadores involucradas en la adhesién de mucina de L. pentosus
también fueron inducidos por aceites; por lo tanto, podemos sugerir que esta
preadaptacién también puede estar involucrada en la mejora de la capacidad de
adhesién de L. pentosus —con potencial probidtico- en el intestino, ademds de su
tolerancia a los acidos.

Los resultados obtenidos también mostraron que el crecimiento en presencia de
algunos aceites comestibles puede disminuir las propiedades probidticas en varios
casos dependiendo de la cepa y también del aceite utilizado. Sin embargo, también se
observé un aumento en la capacidad de autoagregacién y adhesién de mucina de las
bacterias probidticas, dependiendo también de la cepa ensayada y del aceite utilizado.
Por otro lado, la adaptacién previa de cepas de L. pentosus con aceites mejoro su
respuesta y, por lo tanto, las actividades probidticas se incrementaron en algunos casos
dependiendo de la cepa y el aceite utilizado para la adaptacién.

Este estudio confirmé que la pre-adaptacion de cepas probidticas de L. pentosus con
aceites constituira una nueva estrategia para incrementar su robustez y funcionalidad.
El analisis multivariado de las propiedades probidticas en ambos casos (aceites en
medio de crecimiento o después de la adaptacion previa de cepas con aceites) para
todas las cepas de L. pentosus mostr6 que la disimilitud observada de las cepas
probioticas fue independientemente del aceite utilizado en el medio de cultivo o en el
proceso de adaptacién, estando la adhesién a mucina y la autoagregacion altamente
correlacionadas, lo que sugiere mecanismos moleculares comunes involucrados en
tales actividades.

Sobre la base de este andlisis, la cepa L. pentosus AP2-16 seleccionada con el mejor
perfil probidtico se sometié a agrupamiento jerarquico de PCA con el objetivo de
determinar la disimilitud entre los aceites entre la misma cepa y asi determinar la

respuesta molecular detrds de las propiedades probidticas en cada condicién,
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determinando la mejor estrategia para dicha cepa. En este sentido, teniendo en cuenta
que la respuesta adaptativa depende de la cepa y la condicién, se selecciond y se
analizé L. pentosus AP2-16 adaptada a aceites de oliva y almendras a nivel
transcriptémico comparandolo con el control (sin adaptacién al aceite) para explorar
los mecanismos subyacentes mediados por bacterias y responsables de la mejora de las
propiedades probidticas en condiciones de adaptacién al aceite.

Este es el primer estudio centrado en el andlisis transcriptomico del impacto de los
aceites comestibles en los probidticos para aportar nuevos conocimientos sobre la
respuesta de una posible bacteria probidtica de origen vegetal a la adaptacion al aceite.
Los resultados obtenidos mostraron que no se presentaron cambios entre el control y
L. pentosus AP2-16 adaptada al aceite de almendra, sin embargo, la cepa adaptada al
aceite de oliva mostr6 diferencias significativas frente al control (125 genes expresados
diferencialmente de forma significativa) y también frente a la cepa adaptada al aceite
de almendra (108 genes expresados diferencialmente de forma significativa). Entre los
125 genes expresados diferencialmente en L. pentosus AP2-16 adaptada al aceite de
oliva, 60 genes fueron regulados positivamente por estar involucrados en el proceso de
biosintesis de glucdégeno, metabolismo de carbohidratos, biosintesis de aminodcidos,
componentes de membrana y citoplasma y varias actividades metabdlicas. Sin
embargo, los genes implicados en la traduccién, el proceso catabolico del fosfonato
organico, el ribosoma (subunidades pequefia y grande), la unién del ARNr, la unién
del ARNt y la unién del ion magnesio estaban regulados negativamente.

Con respecto al metabolismo de los carbohidratos, se detecté una regulacién
positiva de genes que codifican proteinas que participan en la glucdlisis/
gluconeogénesis, el metabolismo de la galactosa, la via de las pentosas fosfato (PPP), el
almidén y el metabolismo de la sacarosa. Lactiplantibacillus pentosus emple6 estos
cambios metabdlicos en los carbohidratos para mejorar la produccién de energia para
resistir la adaptacién al aceite. En este sentido, las enzimas glucésido hidrolasa
representadas por 6-fosfo-fB-glucosidasa y beta-galactosidasa (Familia 1), alfa, alfa-

fosfotrehalasa (Familia 13) y sacarosa-6-fosfato hidrolasa (Familia 32) fueron
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sobreproducidas catalizando la hidrdlisis del enlace glicosidico entre dos o mas
carbohidratos o entre un carbohidrato y un resto no glucidico de p-glucdsidos para
producir monosacaridos. Ademads, la sobreexpresiéon de genes que codifican
glicosiltransferasas como glucosa-1-fosfato adeniltransferasa y enzima ramificadora
1,4-alfa-glucano que potencian la biosintesis de glicoconjugados mediante la
transferencia de restos de azucar de un donante activado a un sustrato especifico
(Lairson et al, 2008), contribuyen a la biosintesis de disacaridos, oligosacaridos y
polisacdridos como el glucégeno (funcién de almacenamiento).

Por otro lado, el transporte se incrementé por medio de la sobreproduccién de la
subunidad transportadora de PTS-beta-glucdsido (sistema fosfotransferasa-beta-
glucdsido) EIIBCA que estd involucrada en la captacién de carbohidratos necesarios
para el crecimiento. En general, las proteinas sobreproducidas que participan en el
metabolismo y el transporte de carbohidratos pueden jugar un papel clave en la
adaptacién de L. pentosus AP2-16 al aceite de oliva, pero también tienen una ventaja
en su adaptaciéon a la fermentacién de alimentos de origen vegetal y también
ambientes del tracto gastrointestinal (GIT) (Corcoran et al,, 2005). En la fermentacién
de alimentos, el aumento del metabolismo de los carbohidratos es un rasgo deseable y
la regulacidn al alza del gen que codifica la transcetolasa (enzima de la PPP) puede dar
a la cepa adaptada al aceite de oliva una ventaja competitiva en alimentos de origen
vegetal y también en GIT, ya que la ribosa es abundante en material vegetal y también
en la dieta. Ademds, como probidtico, los glicoconjugados pueden facilitar y mejorar
la interaccién especifica con el huésped (Kay et al, 2010). Este hecho se demostré
previamente en la cepa L. pentosus MP-10 aislada de aceitunas de mesa Alorefia
(Abriouel et al, 2017) y también en otros probidticos (Kim et al.,, 2009). Por otro lado,
los transcriptomas de L. pentosus AP2-16 adaptada al aceite de oliva mostraron
diferencias adicionales en comparacion con la cepa adaptada al aceite de almendra, ya
que otros genes también estaban regulados positivamente y estaban involucrados en el
metabolismo de la galactosa, el ciclo del citrato y el metabolismo del piruvato. Todos

los mecanismos de adaptacién desencadenados por L. pentosus AP2-16 adaptada al
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aceite de oliva con respecto al metabolismo de los carbohidratos, muestran una
imagen coherente de los cambios en la expresion génica que se espera que resulten en
la produccién de energia, el almacenamiento de energia y otros procesos bioldgicos
para ayudar a las bacterias a adaptarse a los nuevos ambientes mejorando su capacidad
para autoagregarse, coagregarse con bacterias patogenas y también para adherirse a la
mucina.

El perfil transcriptémico proporciond evidencia de que L. pentosus AP2-16
también respondié a la adaptacién al aceite de oliva mediante la regulacion del
metabolismo de nucleétidos y aminoacidos. La regulacion a la alta y a la baja de los
genes involucrados en el metabolismo de nucleétidos mostréd que la adaptacién al
aceite de oliva de L. pentosus AP2-16 indujo la regulacién a la baja de la adenilato
quinasa involucrada en la sintesis de adenina y la conversion de AMP en ADP
(Sanchez et al., 2005) catalizando la interconversidn reversible de ATP y AMP en dos
moléculas de ADP, y 3'5'-nucleétido ciclico fosfodiesterasa implicada en Ia
degradacién del enlace fosfodiéster en las moléculas del segundo mensajero AMPc y
GMPc. Por tanto, ambas enzimas relacionadas con la sintesis de ATP fueron reguladas
para controlar el balance energético en la cepa adaptada. Sin embargo, se indujeron
enzimas involucradas en la biosintesis de pirimidina de novo, como la aspartato
carbamoiltransferasa y la dihidroorotasa, lo que sugiere que la adaptacion al aceite de
oliva puede ser ventajosa para los lactobacilos probiéticos en términos de adhesion al
hospedador, ya que Vogel-Scheel, Alpert, Engst, Loh, & Blaut (2010) demostraron que
la sintesis de purinas y pirimidinas es necesaria para una colonizacién exitosa del
intestino del ratén por Escherichia coli.

Por otro lado, la adaptacion previa de L. pentosus AP2-16 con aceite de oliva indujo
una respuesta transcripcional inversa de genes involucrados en el metabolismo de
purinas y pirimidinas desde que Piekarska-Radzik & Klewicka (2021) descubrieron
que la exposiciéon de Lactobacillus a polifenoles (presente en aceite de oliva) puede
provocar un aumento de la expresién de los genes responsables de la biosintesis de

purinas y contribuir a la reduccién del transporte de pirimidinas. Por lo tanto, la
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respuesta adaptativa puede depender en gran medida de la cepa y el polifenol
utilizado, que a su vez depende de la composicién del aceite, lo que sugiere que la
estrategia de adaptacion utilizada para optimizar la funcionalidad de los probidticos
debe investigarse caso por caso.

Los genes que codifican los nucleétidos de aztcar y los aminoaztcares fueron
regulados positivamente, siendo estas proteinas precursoras de la biosintesis de
exopolisacaridos extracelulares (EPS) (Boels et al, 2001). Este flujo de carbono hacia la
produccién de polimeros a partir de glucosa esta respaldado por el hecho de que las
glicosiltransferasas (glucosa-1-fosfato adeniltransferasa y enzima ramificadora 1,4-
alfa-glucano) estaban reguladas al alza. El papel de los EPS en los lactobacilos
probioticos se ha estudiado en gran medida debido a sus beneficios y potencial para la
salud (Angelin & Kavitha, 2020).

Con respecto a la biosintesis de aminoacidos, la sobreproduccién de algunas
enzimas clave (proteinas involucradas en la biosintesis de cisteina, metionina,
fenilalanina, tirosina, triptéfano e histidina) por L. pentosus AP2-16 adaptada al aceite
de oliva es una via interesante en bacterias probidticas, ya que la fenilalanina, la
metionina y el triptéfano se encuentran entre los aminodcidos esenciales para los seres
humanos. Ademads, también aumentaron la histidina, la cisteina y la tirosina que son
necesarias en los nifios (Joint WHO/FAO/UNU, 2007). Estos datos sugieren que la
adaptacién de la cepa de lactobacilos con aceite de oliva es de gran importancia
biotecnoldgica aumentando su uso como cultivos iniciadores y también como
probiodticos que aportan, tanto a adultos como a nifios, valiosos aminoacidos.

El papel de estos aminoacidos en la adaptacion de L. pentosus AP2-16 al aceite de
oliva parece estar relacionado con el crecimiento y la supervivencia celular, jugando
un papel clave en la fisiologia de las bacterias como el control del pH intracelular, la
generacién de energia metabdlica o el potencial redox, y resistencia al estrés
(Fernandez & Zuniga, 2008). Sin embargo, la sintesis de acidos nucleicos y proteinas
disminuyé en L. pentosus AP2-16 adaptado al aceite de oliva por medio de genes que

codifican proteinas ribosomales 30S y 50S, lo que sugiere que su abundancia se vio
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afectada por la adaptacién al aceite de oliva siendo controlada principalmente a nivel
de traduccidn, y la transcripcién de ARNr como el paso limitante de la velocidad en la
biosintesis de ribosomas. Este hecho depende de los niveles de ATP disponibles para el
consumo, ya que el ATP promueve el inicio de la transcripcién del ARN ribosémico
(ARNr) y es consumido por la traducciéon de los ribosomas (Schneider, Gaal, &
Gourse, 2002). Este cambio en la transcripcion después de la adaptacién parece estar
implicado en el ahorro de energia.

Con respecto a los transportadores ABC y las proteinas PTS, ambas vias son
importantes para la importacién de nutrientes esenciales y la exportaciéon de
moléculas toxicas en bacterias, y la absorcidon de carbohidratos, respectivamente, se
regularon al alza y a la baja después de la adaptacién al aceite de oliva. Por lo tanto,
para mantener el crecimiento celular, la regulacién del metabolismo se logré mediante
la regulacién hacia arriba y hacia abajo de varios genes involucrados en el transporte,
la absorcién de nutrientes y el sistema regulador (sistema de dos componentes).

En esta tesis, también hemos analizado el efecto de aceites comestibles en los
mecanismos de defensa de L. pentosus aislada de aceitunas de mesa Aloreiia,
especialmente en términos de resistencia a antibidticos, lo cual es de gran relevancia
no solo en cepas probidticas sino también en otras bacterias de interés para la salud
como los patdgenos. En este sentido, el andlisis transcriptémico puede arrojar luz
sobre los aspectos moleculares involucrados en esta adaptacion correlacionados con el
aumento de la resistencia (Alonso-Garcia et al,, 2022).

En primer lugar, cabe destacar que los aceites esenciales se han utilizado como
antimicrobianos alternativos debido a su capacidad para disminuir o inhibir el
crecimiento patdgeno y la formacion de biofilm (El-Tarabily er al, 2021; Millezi et al,
2016; Reda et al.,, 2020) Sin embargo, algunos aceites (por ejemplo, manuka, mejorana
y orégano) a concentraciones sub-inhibitorias indujeron resistencia a antibidticos en
Staphylococcus aureus (Turchi et al, 2019). En este estudio, hemos analizado en
primer lugar el efecto de la adaptacién a diferentes aceites comestibles vegetales en las

respuestas fenotipicas y genotipicas a antibidticos de tres cepas con potencial
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probiotico de L. pentosus (CF1-6, CF2-10 y MP-10), proporcionando asi nuevos
conocimientos sobre como se vuelven resistentes en diferentes entornos (por ejemplo,
en una matriz alimentaria, en el intestino u otra condicién involucrando aceites
comestibles).

Estudios previos demostraron que los estreses fisicoquimicos, incluyendo
antimicrobianos, quimicos y luz UV, cambiaron los patrones de susceptibilidad a
antibidticos incrementando la Concentraciéon Minimas Inhibitoria (MIC) para
ampicilina, cloranfenicol, eritromicina, estreptomicina y trimetoprima en la mayoria
de cepas L. pentosus aisladas de aceitunas de mesa Alorefia (Casado Mufioz et al,
2016b). Los resultados obtenidos en el actual estudio indicaron que la adaptacién al
aceite inducia un incremento de la MIC de antibidticos en una manera similar a los
estreses fisicoquimicos (por ejemplo, antimicrobianos, quimicos y luz UV) como
demostraron Casado Mufioz et al. (2016b) para ciprofloxacino y tetraciclinas. Sin
embargo, la MIC de otros antibidticos (por ejemplo, eritromicina, clindamicina,
estreptomicina, trimetoprima y ampicilina) aument6 después de la adaptacién al
aceite, y la mayoria disminuy6 tras la exposicién al estrés (Casado Mufloz et al,
2016b). Este hallazgo indica que el patrén de susceptibilidad de los antibiéticos puede
depender principalmente del estrés aplicado y las cepas ensayadas.

Se observo que los aceites de lino, oliva, girasol y soja fueron los principales que
indujeron mayor MIC de antibidtico. Los perfiles de expresiéon de genes seleccionados
implicados en la respuesta al estrés/resistencia (zpsL, recA, uvrBYy srtA) diferian segin
el aceite utilizado para la adaptacién (lino, girasol, oliva y argan) de la cepa de L.
pentosus (CF1-6, CF2-10 y MP-10) y del gen diana. Concluimos que, a pesar de la
respuesta uniforme de susceptibilidad antibiética fenotipica a la adaptacién al aceite
observada en la mayoria de los casos, el repertorio de genes inducidos y reprimidos
difiere.

En este sentido, el gen rpsL, que codifica la proteina S12 de la subunidad ribosomal
30S, se sobreexpresd tras la induccién con todos los aceites (oliva, argan, girasol y lino)

utilizados para la adaptacién de L. pentosus CF2-10; sin embargo, este gen solo se
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sobreexpresd en L. pentosus MP-10 adaptada al aceite de argan. La sobreexpresion del
gen rpsL fue quizas la responsable del aumento observado en la MIC de tetraciclina y
estreptomicina en L. pentosus CF2-10, ya que la proteina S12 de la subunidad
ribosomal 30S con efectos poliespecificos puede actuar como una chaperona de ARN
(Coetzee et al., 1994), para proteger la estructura y funcién de los ribosomas bajo
estrés.

Por otro lado, el gen uvrB estaba sobreexpresado en L. pentosus CF2-10 adaptada a
los aceites de girasol y lino y en L. pentosus MP-10 adaptada a los aceites de argdn y
girasol; este gen estd relacionado con el sistema de reparacién por escision de
nucledtidos (NER) (genes uvrA, uvrB, uvrCy uvrD). Cabe destacar que los genes uvrB
y recA tenian patrones de expresion apareados implicados en el mismo mecanismo de
reparacion, que se activaron en algunos casos de adaptacién de cepas con algunos
aceites, de forma similar a lo que ocurri6 con cepas de L. pentosus expuestas a
antibioticos (Casado et al, 2016b). En este sentido, la respuesta SOS como via
inducible (van der Veen & Abee, 2011) puede ser en parte responsable del aumento de
la MIC de algunos antibidticos después de la adaptacion al aceite.

Con respecto al gen srtA, que codifica una enzima que ancla proteinas de superficie
a la pared celular (Mazmanian et al, 1999), la sobreexpresién solo se detecté en L.
pentosus MP-10 adaptada al aceite de girasol. No se produjeron cambios significativos
o regulacién negativa en los otros casos, lo que sugiere que el gen srtA no estuvo
involucrado en el aumento de la MIC de antibiético después de la adaptacidn al aceite.

En general, la adaptacion al aceite como condicién de estrés puede inducir cambios
en la respuesta fenotipica y genotipica de las cepas de L. pentosus con potencial
probiotico destacadas por su mayor robustez y funcionalidad y su resistencia a los
antimicrobianos que involucran un repertorio de genes. Sin embargo, para garantizar
la supervivencia y mejorar la tolerancia al estrés de estas bacterias necesarias como
cultivos iniciadores/protectores o probidticos, esto se basara en la deteccién individual
de cada cepa en cada condicién de estrés. Para esto, seleccionamos la cepa L. pentosus

CF2-10 con potencial probidtico, que exhibié mas cambios a nivel fenotipico y
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genotipico después de la adaptacién a los aceites en comparacién con las demas cepas
ensayadas. En este sentido, L. pentosus CF2-10 fue fenotipicamente susceptible a la
tetraciclina (Casado Mufloz et al, 2014). Sin embargo, se mostro resistente a este
antibidtico tras la adaptacidn al aceite, mientras que en los demads casos se observd un
aumento de la MIC de antibidticos, aumentando asi su resistencia.

Para investigar los mecanismos moleculares detras del aumento de la resistencia a
los antibidticos, el analisis transcriptémico comparativo bajo condiciones de estrés
(adaptacidn al aceite) y sin estrés (control) revelé que los aceites de oliva o de girasol
tuvieron un impacto en L. pentosus CF2-10, mostrando diferencias significativas [91 y
78 genes diferencialmente expresados (DEGs) en L. pentosus CF2-10 adaptada al
aceite de oliva (O) y al aceite de girasol (G) versus control (C), respectivamente], y
también entre condiciones de estrés [49 DEG en L. pentosus CF2-10 adaptada al aceite
de girasol (G) versus al aceite de oliva (O)].

En general, L. pentosus CF2-10 cambi6 la expresién de varios genes involucrados
en diferentes vias metabdlicas para sobrevivir a la adaptacion al aceite; algunos
mecanismos compartidos por ambos aceites utilizados en la adaptacién (girasol y oliva)
incluyen el sistema de secrecién bacteriana, el metabolismo de nucledtidos, el
metabolismo de acidos grasos, el metabolismo de aminoacidos, el quérum sensing y la
respuesta al estrés. Algunos de estos mecanismos estdn implicados en el crecimiento y
la supervivencia, asi como en la actividad probiotica, tal y como demostraron Alonso-
Garcia et al. (2021) para L. pentosus AP2-16 adaptada al aceite de oliva, que respondié
desviando sus vias metabdlicas para equilibrar la produccién y el almacenamiento de
energia, el crecimiento y la supervivencia celular, las interacciones con el huésped
(glucoconjugados) y otras caracteristicas fisioldgicas involucradas en la robustez y
funcionalidad.

En el estudio actual, la pre-adaptacién con aceites de oliva o de girasol cambio la
red transcripcional de L. pentosus CF2-10 para regular su funcionalidad y robustez; la
resistencia a los antibiéticos es una de las caracteristicas afectadas. En este sentido, se

observé una sobreexpresidn del gen transportador MFS (4-5 log:FC) implicado en la
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resistencia a farmacos antibacterianos (Andersen et al, 2015; Ranaweera et al., 2015)
tanto en L. pentosus adaptada al aceite de oliva como al aceite de girasol. Ademas de
los antimicrobianos, las bombas de eflujo MFS juegan un papel esencial en la extrusién
de metabolitos tdxicos, intermediarios del ciclo de Krebs, sefiales de quorum sensing y
otras moléculas desconocidas, siendo las moléculas de quorum sensing involucradas en
la expresiéon de los genes de eflujo (Evans et al, 1998; Martinez et al, 2009). De
acuerdo con las pruebas de susceptibilidad fenotipica, L. pentosus CF2-10 adaptada al
aceite de oliva y al aceite de girasol mostré una MIC aumentada para ciprofloxacina,
clindamicina, estreptomicina y tetraciclina, por lo que el gen MFS sobre-expresado
puede estar involucrado en la resistencia a estos antibidticos. Independientemente de
la transferencia génica horizontal de genes de resistencia a antibioéticos (ARGs), las
bombas de eflujo MFS transferidas no horizontalmente en diferentes bacterias, como
probidticos o patdgenos, podrian inducirse bajo algunas condiciones de estrés
(ambiente, dieta y condiciones digestivas), lo que lleva a diferentes efectos.

Los aceites comestibles vegetales se consumen ampliamente como componente de
la dieta. Algunos aceites que se utilizan extensamente en la dieta mediterranea, como
el aceite de oliva, podrian representar un enfoque prometedor hacia el disefio y la
fabricacién de productos probidticos con estabilidad, funcionalidad y robustez
mejoradas y también, en algunos casos, para inhibir patégenos (Dang Xuan et al,
2018; Tabassum et al, 2014). Sin embargo, este hecho puede representar un gran
desafio para otros patégenos con importancia clinica, ya que los aceites pueden
inducir una mayor resistencia a los antibidticos utilizados en terapia dependiendo de
la cepa y el aceite utilizado.

Por otra parte, el gen de la antranilato-fosforribosiltransferasa implicado en la ruta
de biosintesis de aminoacidos aromaticos, concretamente en la sintesis de triptéfano,
se sobre-expresé (4-4,5 log:FC) en L. pentosus CF2-10 adaptada al aceite de oliva y al
aceite de girasol. Este hecho puede potenciar el crecimiento y la resistencia de L.
pentosus CF2-10 ya que la via del triptéfano es esencial para el crecimiento

bacteriano. La pre-adaptacion de probidticos con aceites representa un nuevo enfoque

193



DISCUSION

para aumentar la biosintesis de triptéfano en los alimentos y el intestino. El triptéfano
tiene un papel vital en la regulacién subyacente de la comunicacién entre el huésped
y la microbiota de las funciones intestinales en condiciones de salud y durante estados
patoldgicos como el sindrome del intestino irritable (SII) y la enfermedad inflamatoria
intestinal (EII) (Bosi et al., 2020).

Ademads, el gen que codifica para la unién al sustrato del transportador ABC de
péptidos se sobre-expreso6 en L. pentosus CF2-10 adaptada al aceite de oliva y al aceite
de girasol, y estuvo involucrado en la autoinmunidad y la exportacién de sustrato,
confiriendo resistencia contra diferentes antimicrobianos, incluidos los antibidticos
(Smits et al., 2020). En este sentido, otros transportadores, como la proteina de unién
al sustrato del transportador ABC de fosfato y la proteina de unidén al sustrato del
transportador ABC metalico u otras proteinas (regulador transcripcional Spx y
proteina hipotética con actividad ATPasa) solo estaban reguladas al alza en L. pentosus
CF2-10 adaptada al aceite de oliva participando en la entrada de nutrientes esenciales
y la salida de moléculas téxicas como los antibidticos (Jousselin et al, 2013; Murina et
al., 2019).

Finalmente, el andlisis general de la abundancia de DEGs en L. pentosus MP-10
adaptada al aceite de girasol o al aceite de oliva confirmo el efecto de la adaptacién del
aceite en el aumento de la respuesta a los antibidticos al aumentar la resistencia contra
algunos antibiéticos que utilizan transportadores de multiples firmacos. Ademads, cabe
destacar el aumento de la resistencia al agente quimioterapéutico daunorrubicina. Los
probiodticos adaptados al aceite con alta resistencia a la daunorrubicina son una buena
estrategia para administrar a un paciente expuesto a este compuesto, ya que inhibe los
anaerobios comensales como Bifidobacterium animalis, Lactobacillus acidophilus y

Clostridium entre otros (Van Vliet et al., 2009).
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1. La supervivencia y el crecimiento de 7 cepas de L. pentosus con potencial
probidtico, aisladas de la fermentacién natural de la aceituna Alorefia, han sido
afectados en presencia de aceites vegetales comestibles especialmente el aceite de
menta. Dicha bajada dependia de la cepa ensayada y del aceite usado en la adaptacién.

2. La pre-adaptacién de 7 cepas de L. pentosus con potencial probiético, aisladas de
la fermentacién natural de la aceituna Alorefia, a diferentes aceites vegetales
comestibles constituye una posible nueva estrategia para mejorar su robustez. Esta
pre-adaptacién ha incrementado la viabilidad y crecimiento de las bacterias, su
capacidad para resistir diversos estreses como acidos o bilis, aunque esto dependia en
gran medida de la cepa ensayada y del aceite usado en la adaptacién.

3. La pre-adaptacion con el aceite de oliva, argan, girasol y lino indujo la expresién
de genes (fus, rpsL, pgm, groEL, enol y prep) que codifican para las proteinas
multifuncionales que participan en varias respuestas al estrés y otras funciones.
Ademas, la pre-adaptacién con aceites puede representar un nuevo enfoque para la
fabricacién de productos probidticos, mejorando asi la estabilidad de las bacterias
durante el procesamiento industrial que a menudo corren el riesgo de comprometer la
viabilidad y funcionalidad de las cepas.

4. La pre-adaptacién de 7 cepas de L. pentosus con potencial probidtico, aisladas de
la fermentacién natural de la aceituna Alorefia, a diferentes aceites vegetales
comestibles ha incrementado significativamente su funcionalidad probiética mediante
el incremento de la capacidad de autoagregacién, coagregacién con patdgenos y
adhesion a mucina, aunque esto dependia de la cepa ensayada y del aceite usado en la
pre-adaptacion.

5. El anadlisis transcriptémico comparativo de la cepa L. pentosus AP2-16 adaptada
al aceite de oliva, que exhibi6é una funcionalidad mejorada, y el control sin adaptar
reveld mecanismos moleculares responsables de dicha mejora mediante la redireccion
de sus vias metabdlicas altamente conectadas y vinculadas al control del balance

energético (produccién de energia y almacenamiento de energia), crecimiento celular
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y capacidad de supervivencia, interacciéon con el huésped (glicoconjugados) y otras
caracteristicas fisiologicas.

6. La pre-adaptacién de los lactobacilos con aceite de oliva puede representar un
enfoque novedoso para la fabricacién de productos probidticos con una estabilidad y
funcionalidad mejoradas.

7. La pre-adaptacion previa de cepas probioticas de L. pentosus con aceites indujo
cambios en su perfil fenotipico y genotipico relacionados con la susceptibilidad a los
antibioticos y los mecanismos de defensa.

8. Se produjeron cambios transcripcionales en L. pentosus CF2-10, con potencial
probiotico, adaptada con aceite de oliva o girasol, que exhibié un aumento de la MIC
de antibidticos y una sobreexpresion de genes de estrés (zpsL, recAy uvrB), desviando
sus rutas metabolicas hacia la exportacién de moléculas téxicas via bombas de eflujo y
transportadores ABC.

9. La pre-adaptacion de algunos lactobacilos con aceites de oliva o de girasol puede
representar un enfoque novedoso para la fabricacién de productos probidticos con
estabilidad, funcionalidad y robustez mejoradas.

10. El control de la propagacién de la resistencia debe incluir la transferencia
horizontal de genes y la expresiéon de genes inducidos por el estrés y que estin

involucrados en la resistencia a los antimicrobianos.
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1. The survival and growth of 7 strains of L. pentosus with probiotic potential,
isolated from the natural fermentation of Alorefia olives, have been affected in the
presence of edible vegetable oils, especially mint oil. The observed decrease depended
on the tested strain and the oil used in the adaptation.

2. The pre-adaptation of 7 strains of L. pentosus with probiotic potential, isolated
from the natural fermentation of Alorefia olives, to different edible vegetable oils
constitutes a possible new strategy to improve their robustness. This pre-adaptation
has increased the viability and growth of the bacteria, their ability to resist various
stresses such as acids or bile, although this largely depended on the strain tested and
the oil used in the adaptation.

3. Pre-adaptation with olive, argan, sunflower, and linseed oils induced the
expression of genes (fus, rpsL, pgm, groEL, enol, and prep) that code for moonlighting
proteins involved in various stress responses and other functions. In addition, pre-
adaptation with oils may represent a new approach for the manufacture of probiotic
products, thus improving the stability of bacteria during industrial processing that
often runs the risk of compromising the viability and functionality of the strains.

4. The pre-adaptation of 7 strains of L. pentosus with probiotic potential, isolated
from the natural fermentation of the Alorena olive, to different edible vegetable oils
has significantly increased their probiotic functionality by increasing the capacity for
auto-aggregation, co-aggregation with pathogens and adhesion to mucin, although
this depended on the strain tested and the oil used for pre-adaptation.

5. Comparative transcriptomic analysis of the olive oil-adapted L. pentosus AP2-16
strain, which exhibited enhanced functionality, with the non-adapted control
revealed molecular mechanisms responsible for such enhancement by redirecting
their highly connected and linked metabolic pathways to the control of energy
balance (energy production and energy storage), cell growth and survival capacity,
interaction with the host (glycoconjugates) and other physiological characteristics.

6. Pre-adaptation of lactobacilli with olive oil may represent a novel approach for

manufacturing probiotic products with improved stability and functionality.
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7. Pre-adaptation of probiotic L. pentosus strains with oils induced changes in their
phenotypic and genotypic profile related to antibiotic susceptibility and defence
mechanisms.

8. Transcriptional changes were reported in the potential probiotic L. pentosus
CF2-10 adapted with olive or sunflower oils, which exhibited increased antibiotic
MIC and over-expression of stress genes (zpsL, recA and uvrB), rerouting its metabolic
pathways to the export of toxic molecules via efflux pumps and ABC transporters.

9. Pre-adaptation of some lactobacilli with olive or sunflower oils may represent a
novel approach for manufacturing probiotic products with improved stability,
functionality and robustness.

10. The control of resistance spread must include horizontal gene transfer and

expression of genes induced by stress and are involved in antimicrobial resistance.
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