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RESUMEN

El presente estudio determind in vitro el efecto inhibitorio de los microorganismos
probidticos de uso alimentario o terapéutico humano que se expenden en nuestro pais,
sobre las bacterias patdgenas comunes, comparado con el espectro de sensibilidad a los
antibioticos establecido para la terapia antibacteriana convencional. Se recupero las cepas
probidticas y se evaluo el efecto antibacteriano de los microorganismos probioticos con el
método de Kirby Balier midiéndose los halos de inhibicién del crecimiento de las
bacterias patdgenas. Se utiliz6 11 cepas patdgenas y 23 productos probidticos que se
expenden en el mercado nacional. Existié diferencias significativas (p<0,05) entre los
efectos de los productos probidticos utilizados. Los probidticos evaluados, en mayoria
66,8% poseen potenciales efectos bactericidas o bacteriostaticos sobre las bacterias
patdgenas encontrandose dentro del rango de sensibilidad completa o de sensibilidad
intermedia y en un 33,2%, sensibilidad intermedia baja 0 de completa resistencia. Se
concluyo que los niveles de inhibicion, in vitro, del crecimiento de patdgenos bacterianos
comunes, por los probidticos que se comercializan en nuestro pais, son comparables con
los efectos establecidos en los parametros convencionales sobre la actividad
antibacteriana de los antibidticos recomendados oficialmente para el tratamiento de

infecciones causadas por dichos patogenos.
Palabras clave:

Probiotico, efecto inhibitorio, patdgeno, espectro de sensibilidad, antibacteriano

xii



ABSTRACT

The present study determined in vitro the inhibitory effect of the probiotic
microorganisms for human food or therapeutic use which are sold in our country, on
common pathogenic bacteria, compared with the spectrum of sensitivity to antibiotics
established for conventional antibacterial therapy. The probiotic strains were recovered
and the antibacterial effect of the probiotic microorganisms was evaluated with the Kirby
Bauer's method, measuring the halos of inhibition of the growth of the pathogenic
bacteria. We used 11 pathogenic strains and 23 probiotic products that are sold in the
national market. There were significant differences (p <0.05) between the effects of the
probiotic products used. The probiotics evaluated, had 66.8% of bactericidal or
bacteriostatic effects on pathogenic bacteria being within the range of complete
sensitivity or intermediate sensitivity and 33.2% had low intermediate sensitivity or
complete resistance. It was concluded that the levels of inhibition, in vitro, of the growth
of common bacterial pathogens, by the probiotics that are commercialized in our country,
are comparable with the effects established in the conventional parameters on the
antibacterial activity of the antibiotics officially recommended for the treatment of

infections caused by these pathogens.

Key words: Probiotic, inhibitory effect, pathogen, spectrum of sensitivity, antibacterial
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CAPITULO |

INTRODUCCION

La microbiota del intestino humano es reconocida como un 6rgano adicional de nuestro
cuerpo(1;2), que promueve efectos beneficiosos para la salud del huésped (3) por sus
funciones en: la nutricion(4), la estimulacion del sistema inmune (5), la proteccién, el
metabolismo, el mantenimiento de la integridad de la mucosa intestinal (6); presentando
un ambiente desfavorable para los patégenos (7), por eso existe un creciente interés en
desarrollar alimentos funcionales no s6lo necesarios para vivir, sino también como fuente
de bienestar mental y fisico (8) que contribuyan a la prevencién y reduccion de factores
de riesgo para algunas enfermedades o potencien ciertas funciones fisiologicas que
predominen y promuevan el desarrollo de microorganismos beneficiosos al ser
suministradas las cepas probidticas como suplementos en la dieta (9-12), propiciando asi

el mantenimiento del equilibrio microbiano (13).

Por otro lado, el equilibrio que existe a nivel de la microbiota intestinal es dinamico
(14; 15) y puede ser alterado bajo la influencia de numerosos factores extrinsecos e
intrinsecos (16; 17), siendo la administracion de antibioticos la forma mas comin de
provocar disbiosis en la microbiota (18-20). Ante esto, en los ultimos afios, estudios sobre
la microbiota intestinal han resaltado que la adicién de probidticos restableceria el
equilibrio armonioso de la microbiota y ademas contribuiria al mantenimiento de

microorganismos beneficiosos (21-24).



Debido a los beneficios, la manipulacion de la microbiota intestinal representa un
camino terapéutico y profilactico (25) en términos de limitacion o inhibicion del
crecimiento de enteropatdgenos (26 ), modulacion de la funcion de la microglia ( 27),
tratamiento de trastornos gastrointestinales, alergias (28), reposicién de la microbiota
(29), modificacion de la respuesta inmune (30), secrecion de sustancias antimicrobianas
(31), la reparacion de la barrera epitelial (11;17), la neuromodulacién que mejora la

funcién cerebral actuando como “psicobidticos” (32-34).

Esto sucede, a través del eje microbiota-intestino-cerebro mediante el nervio vago, hay
conexioén del sistema nervioso central con la microbiota intestinal (35-38), dandose la
restauracion del desarrollo de microorganismos benéficos (39) y atribuyéndoles una serie
de beneficios en la salud. Se ha generado un interés creciente en el desarrollo de
productos que tengan la posibilidad de modificar la microbiota intestinal (34), mediante
la ingesta dietética de probidticos (40) que permitirian promover las poblaciones de

microorganismos beneficiosos para la salud (9; 41; 42).

Como se ha visto, los microorganismos probi6ticos tienen gran importancia médica y la
industria alimentaria resalta los beneficios de los alimentos suplementados con microflora
intestinal, a los cuales, se les atribuye la prevencion y la mejora de muchas patologias y el
tratamiento de otras (43). Sin embargo, cada cepa probidtica tiene propiedades Unicas y
diferentes y los efectos de una cepa especifica no deben ser extrapolados a otras cepas
(19; 44). La composicion de la microbiota intestinal es diversa, hay grandes variaciones a

nivel de especies bacterianas e incluso cada persona tiene su propia microbiota que es



Unica, como su firma, existiendo variaciones cualitativas y cuantitativas de un individuo a

otro, relacionadas a la propia persona, a su raza y a su dieta (12; 42; 44-46).

Ademéas, se ha examinado el efecto de la administracion probidtica sobre la
composicion de la microbiota fecal, pero las muestras fecales son un reflejo incompleto y
sesgado de lo que ocurre realmente en la microbiota (47), las comunidades bacterianas
fecales son diferentes de las cercanas a la mucosa y no representan la totalidad de la
microbiota adherida al epitelio intestinal, pueden no ser tan relevantes para la
patogénesis, es dificil distinguir entre microorganismos nativos y colonizadores
transitorios, ingeridos con la dieta o procedentes de tramos intestinales proximos (24;47,

48).

Por otro lado, existe informacion sobre la importancia de los beneficios que aportan los
alimentos probidticos en la salud humana y la nutricién (49), por lo cual es aconsejable
consumir estos alimentos, ya sea como suplemento dietético 0 como componentes activos
de una medicacion registrada (50) que contengan microorganismos que han permanecido
viables con capacidad de multiplicarse en el tracto intestinal, alcanzar los lugares donde
interactUan con el huésped y capaces de integrarse a la flora autéctona del organismo
proporcionando efectos beneficiosos para la salud en general de los individuos que los

consumen (17;51).



Estos productos con probidticos se estdn desarrollando como nuevos alimentos o
suplementos dietéticos (52; 53) comercializdndose para la profilaxis de los trastornos

gastrointestinales o como alternativas en el uso de antibidticos (53; 54).

En el mercado se tiene numerosos productos con probidticos que afirman tener muchos
efectos beneficiosos en la salud, sin embargo, todavia existen muchas brechas en el
conocimiento, se necesita informacion cientifica y clinica para la recomendacion de
probioticos. El creciente interés cientifico y comercial en el uso de productos con
probidticos ha intensificado el mercado global en los Gltimos afios con una diversa gama
de alimentos que contienen probi6ticos (55;56), el mercado de los probidticos esta
ganando gran impulso existiendo productos con cepas bacterianas y cantidad de
microorganismos variables de un producto a otro. Sin embargo, entre las dificultades que
se presentan es que no se podrian recomendar estos productos como terapéuticos por falta
de una regulacion cientifica establecida para controlar la calidad de los probioticos (56;
57). A pesar que se reporta la existencia en el mercado de numerosos productos
probidticos con diferente composicion y posiblemente con diferentes efectos (53), en
nuestro pais no se presenta la misma realidad ya que la cantidad y consumo de dichos

productos es bajo a comparacion de las cifras globales.

Por lo tanto el problema a resolver es ¢(Cuél es el efecto antibacteriano de los
microorganismos probioticos de uso alimentario o terapéutico humano que se expenden
en nuestro pais y el crecimiento de bacterias patdgenas comunes en relacion al espectro

de sensibilidad a los antibidticos establecidos para la terapia antibacteriana convencional?



Con la evidencia de la existencia en el mercado peruano de productos probioticos es
importante determinar si éstos mantienen un balance sano de microorganismos
beneficiosos en las condiciones en que se los expende y consume. De alli la importancia
de este estudio a través del cual se evalud in vitro uno de los beneficios de los
probidticos, el efecto antibacteriano, de los microorganismos probidticos de uso
alimentario o terapéutico humano. De igual manera, se determind comparativamente si
dicho efecto se manifiesta a niveles comparables con los valores establecidos en el
espectro de sensibilidad a los antibioticos convencionales usados para la terapia

antibacteriana.

El presente estudio permitid6 un mejor conocimiento de las caracteristicas de los
probidticos de uso alimentario o terapéutico humano en nuestro pais y sus potenciales
efectos antibacterianos, teniendo en cuenta que dichos efectos pueden ser similares a los
ejercidos por los antibioticos usados en la terapia antibacteriana convencional, lo que
refuerza el conocimiento sobre el mejor aprovechamiento en beneficio de la salud
humana. Se realizé el trabajo con el método de discos de sensibilidad, en el cual se

evalud los halos de inhibicion del crecimiento bacteriano de bacterias patdgenas.

El presente informe se presenta en capitulos. En el Capitulo I, se presenta la
introduccién y los objetivos de la investigacion. En el Capitulo I, se trata el Marco

tedrico. En el Capitulo 111, el disefio de contrastacion de hipétesis. En el Capitulo 1V, los



resultados y la discusion y en el Capitulo V, las conclusiones y sugerencias de la

investigacion.

OBJETIVOS

1.1. Objetivo general de la investigacion

Determinar in vitro el efecto antibacteriano de los microorganismos probioticos de
uso alimentario o terapéutico humano, que se expenden en nuestro pais, sobre las
bacterias patdgenas comunes comparado con el espectro de sensibilidad a los

antibidticos establecido para la terapia antibacteriana convencional.

1.2. Objetivos especificos de la investigacion

1.

Identificar los productos probi6ticos de uso alimentario o terapéutico humano que
se expenden comercialmente, verificar su viabilidad a nivel de laboratorio y
asegurar la produccién de sus principios activos.

Determinar los niveles de inhibicién de los probioticos de prueba sobre el
crecimiento de bacterias patdgenas comunes.

Comparar los niveles inhibitorios del crecimiento de bacterias patégenas
comunes, por los probioticos probados, con el espectro de sensibilidad a los

antibioticos establecido para la terapia antibacteriana convencional.



CAPITULO Il

MARCO TEORICO

2.1. Antimicrobianos

Los antimicrobianos son las sustancias que acttan contra los microorganismos (58),
considerandose a los antibidticos como los antimicrobianos producidos por
microorganismos vivos, y a los quimioterapicos como los compuestos producidos por
sintesis quimica. Sin embargo, la quimioterapia con fines anticancerigenos se utiliz6
con éxito en 1946 (59). Asi que la quimioterapia, en el sentido original de la palabra,
no se usd en absoluto en relacion con el cancer, sino para describir las sustancias
quimicas que tenian efecto bactericida. Siendo los quimioterapéuticos considerados
antimicrobianos, al igual que los antibidticos, los cuales son de origen natural, estando

en contraste con los agentes quimioterapéuticos que son sintéticos (58).

En 1952, Selman A. Waksman, defini6é un antibi6ético como "una sustancia quimica
de origen natural que inhibe el crecimiento o las actividades metabdlicas de bacterias y
otros microorganismos” (58; 60). Después han aparecido antibi6ticos sintéticamente
modificados (61), los cuales no son totalmente sintéticos, ya que todavia son
producidos por microorganismos, y tampoco son 100% naturales, ya que han sido

modificados quimicamente en el laboratorio (58; 61).

Afos después se consider6 a los quimioterapicos como productos de sintesis

quimica y con el avance de la produccion se tiene antibidticos disponibles de origen



sintético o semisintético (62). Definiéndose a un antimicrobiano como cualquier
sustancia de origen natural, semi-sintético o sintético que mata o inhibe el crecimiento de

un microorganismo causando poco o ningln dafio al huésped (63; 64).

2.1.1. Antibidticos
El descubrimiento de los antibidticos y agentes antibacterianos revolucioné el
tratamiento de las enfermedades bacterianas infecciosas que mataron a millones de
personas en todo el mundo durante la edad pre-antibi6tica y después, con el

transcurso del tiempo, se utilizan para mejorar la salud humana (65).

Se los ha definido de distintas maneras, asi una de las definiciones se refiere a los
antibidticos como “productos metabolicos naturales de los hongos, actinimicetos y
las bacterias que matan o inhiben el crecimiento de los microorganismos” (66) o
como un tipo de antimicrobiano, pero no todos los antimicrobianos son antibiéticos
(67), para otros autores son sustancias quimicas producidas por un microorganismo
que matan a las bacterias o inhiben el crecimiento bacteriano (68;69), también se
los ha definido como un amplio grupo de sustancias quimicas producidas por varias
especies de microorganismos que suprimen el crecimiento de otros
microorganismos, y originan su destruccion. Y asi, el uso del término antibiotico se
ha ampliado para incluir compuestos sintéticos que presentan también actividad

antimicrobiana (70), siendo dltimamente la definicion de antibidticos, como los



compuestos sintetizados natural y artificialmente, sintética o semisintética capaz de

inducir la muerte o la detencién del crecimiento de otros microorganismos (71;72).

Se considera que los antibioticos alteran el equilibrio microbiano dentro del tracto
gastrointestinal y tanto los antibiéticos como los probidticos modifican la
microbiota intestinal. Ademas los antibioticos, tienen un profundo impacto en la en
la reduccion de la diversidad ecoldgica del microbioma y los probidticos pueden
restaurar el equilibrio natural de las bacterias en el tracto intestinal (73-77). Las
pruebas in vitro son un reflejo del efecto de los antibidticos frente a
microorganismos en condiciones de laboratorio y los resultados de las pruebas de
susceptibilidad antimicrobiana in vitro se usan para seleccionar los agentes

antibacterianos activos contra el germen causal (78).

2.1.2. Espectro antibacteriano
El espectro antibacteriano de un antibiotico es el conjunto de especies bacterianas
cuyo desarrollo es inhibido por este antibiotico (79) o es el “rango de actividad de
una sustancia contra los microorganismos” (80). También se interpreta como la

“gama de actividad de un antimicrobiano frente a las bacterias” (81).

2.1.3. Clasificacion de los Antibioticos
A. Segun su espectro, basado en el numero y tipos de bacterias que afectan, los

antibioticos se subdividen en dos categorias (62):



o Antibiéticos de limitado, reducido, estrecho o corto espectro:
Son los que actuan solamente sobre una variedad limitada de bacterias, eficaces
contra un sector limitado de gérmenes, cocos grampositivos 0 gramnegativos, o

bacilos grampositivos o espiroquetas (62; 81).

o Antibioticos de amplio espectro:

Son eficaces contra muchos tipos de bacterias, pueden inhibir una amplia gama
de bacterias grampositivas y gramnegativas y también sobre otros
microorganismos como rickettsias, micoplasmas, Chlamydia, Espiroquetas y

Actinomycetos (62; 81).

B. Segun su modo de accion o su efecto, los antibidticos pueden ser
bacteriostaticos o Bactericidas.
o Efecto bacteriostatico:
Se denomina efecto bacteriostatico a la inhibicion o detencion del crecimiento
bacteriano o del desarrollo de colonias (66; 79). Los microorganismos no crecen
en presencia del antibidtico; pero tampoco mueren de forma inmediata. Si se
elimina el antibidtico, los microorganismos pueden recuperarse y volver a
crecer. Por accion del antibidtico bacteriostatico los microorganismos cuyo
crecimiento esta detenido van muriendo con el paso del tiempo en presencia del
antibiotico; sin embargo, este proceso de muerte es lento (82). Se tiene actividad

bacteriostatica, si la concentracion de un antimicrobiano inhibe el crecimiento de
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un microorganismo. Se determina in vitro probando una concentracion
estandarizada de microorganismos frente a una serie de diluciones del
antimicrobiano en cuestién. La menor concentracién que inhibe el crecimiento
del microorganismo recibe la denominacion de concentracion minima inhibidora
(CMI) (81). Denominandose concentracion minima inhibidora de un antibiético
sobre un microorganismo, a la concentracion minima de dicho antibidtico que es
capaz de impedir que dicho microorganismo siga multiplicandose o es capaz de
inhibir completamente el inicio del crecimiento o el crecimiento de un
microorganismo aislado bajo condiciones estandarizadas in vitro. También se lo
define como la concentracion mas baja de un farmaco necesario para inhibir el

crecimiento de un organismo usando una prueba estandarizada (71; 79; 81; 83).

o Efecto bactericida:

Un antibiotico es bactericida cuando la presencia del antibiético produce la
muerte bacteriana siendo su accion terapéutica irreversible (66, 84). En la
practica se mide por la disminucion de bacterias viables (capaces de
reproducirse y dar origen a una colonia). Esta muerte puede ir acompafiada de la
lisis de las células y se habla entonces de antibidtico bacteriolitico) o no (79;
82). Asimismo hay actividad bactericida, si la concentracion de un
antimicrobiano destruye el microorganismo en prueba. Se determina in vitro
exponiendo una concentracion estandarizada de microorganismos frente a una

serie de diluciones del antimicrobiano en cuestion. La menor concentracion que
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destruye el 99,9% de la poblacién recibe la denominacion de concentracion

minima bactericida (CMB) (81).

2.1.4. Técnicas de estudio de sensibilidad a los antimicrobianos
El estudio de la sensibilidad in vitro de las bacterias a los antimicrobianos se
realiza mediante métodos fenotipicos (técnicas de dilucion y de difusion),

bioquimicos y genéticos (85).

El Antibiograma

Los métodos fenotipicos (antibiograma) son los mas utilizados. Consisten en
enfrentar un inoculo bacteriano estandarizado a una unica o a diferentes
concentraciones de antibiotico (85). También conocido como pruebas de
susceptibilidad in vitro a los antibidticos o antibioticogramas. Son métodos de
laboratorio que estudian la sensibilidad de un microorganismo a la accion de los
antibidticos y se usan para guiar la terapia (62). Consiste en probar in vitro la
sensibilidad de una bacteria aislada de un paciente a los quimioterapicos (79).

Se distinguen tres tipos:

¢ Antibiograma cuantitativo: Aquel que permite obtener informacion gradual de esa
susceptibilidad. Consiste en determinar una concentracion inhibitoria minima
(CMI) de una o méas drogas para la bacteria aislada del paciente, en ug/ ml o

mg/ml. Se utiliza poco en la préctica asistencial (79).
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¢ Antibiograma semicuantitativo: cuando evalUa si la bacteria es susceptible 0 no a
una o dos concentraciones del farmaco. Estas concentraciones se fijan de acuerdo

a las concentraciones de la droga in vivo (79).

e Antibiograma cualitativo: si el resultado expresa la caracteristica de
susceptibilidad o resistencia de un microorganismo frente a un antibidtico. Hay
dos aspectos de este antibiograma que deben tomarse en cuenta:

- No debe aceptarse que se prueben mas de ocho discos por placa de Petri.

- El medio de cultivo cominmente utilizado es el Miller—Hinton (MH). Ademas
una vez leidos y anotados los diametros de los halos en milimetros, estos se
comparan con los halos recomendados por las normas del NCCLS (National
Committee for Clinical Laboratory Standars), para establecer si se trata de una
bacteria sensible, moderadamente sensible o resistente. Es el mas empleado en
la practica asistencial y se lo conoce también como antibiograma de discos. Su
resultado es resistente (R) o susceptible (S) sin especificar a qué
concentraciones de droga es susceptible o resistente la bacteria (79). Para guiar
la eleccion adecuada del tratamiento antibidtico, las bacterias se dividen en tres
categorias: cepas susceptibles a los antibidticos, cepas resistentes y de
susceptibilidad intermedia. Las categorias estan designadas por las siglas S, R e
I. considerando que se han producido cambios en los criterios interpretativos,
particularmente en la categoria de susceptibilidad intermedia (86). Este

antibiograma proporciona resultados cualitativos al clasificar las bacterias
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como susceptibles, intermedias o resistentes (87). Siendo la definicion para

estos términos la siguiente:

= Susceptible (S): (antiguamente se le llamaba “sensible”)

Cuando un microorganismo es inhibido o destruido por las
concentraciones que el antibiético alcanza en suero a dosis habituales o por
cualquier via de administracion, inclusive la via oral (62; 79). De esta
manera una cepa bacteriana es susceptible a un antibiotico dado cuando es
inhibida in vitro por una concentracion de este farmaco que esta asociada
con una alta probabilidad de éxito terapéutico. Estando la susceptibilidad
determinada por la inhibicion del crecimiento y no por muerte de la bacteria

(88).

= Resistente (R):

Una cepa bacteriana es resistente a un antibi6tico cuando esta inhibida in
vitro o destruida por una concentracion de este farmaco que estd asociada
con una alta probabilidad de fracaso terapéutico (86; 88). Una cepa
bacteriana es resistente cuando es inhibida por concentraciones del

antibidtico que nunca son alcanzadas in vivo (79).

= [ntermedio (I):
La sensibilidad de una cepa bacteriana a un antibi6tico dado es intermedia
cuando esta inhibida in vitro por una concentracion de este farmaco que esta
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asociada con un efecto terapéutico incierto y no se puede predecir el éxito
terapéutico (88; 86). Una cepa bacteriana moderadamente sensible implica
que puede ser inhibida o destruida in vivo cuando se administra el

antibidtico a dosis més altas que las habituales (79).

2.1.5. Métodos para evaluar la susceptibilidad antimicrobiana in vitro

Es importante utilizar un método estandarizado que regule todos los factores que
repercuten en la actividad antimicrobiana; en Estados Unidos, estas pruebas se
realizan segin los métodos del Clinical and Laboratory Standards Institute [CLSI]
(antiguamente National Committee for Clinical Laboratory Standards [NCCLS])
(89). En las pruebas de sensibilidad, el medio recomendado en los protocolos del
CLSI para la ejecucion de estas pruebas es el Agar Mieller-Hinton (90). Siendo los
métodos utilizados para evaluar la susceptibilidad antimicrobiana in vitro los
siguientes (71):

o Difusion: Método Strokes, método de Kirby- Bauer

o Dilucion: dilucién de caldo, dilucién de Agar.

o Difusion y dilucion: método E-test.

o Método de difusion:
El método de Kirby- Baller y el método de Stokes se usan generalmente para
pruebas de susceptibilidad a los antibioticos, recomendandose el método
Kirby- Baller segun las directrices del CLSI (71).
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o Método de difusion en disco de Kirby- Bater:

El proposito de esta prueba es determinar la sensibilidad o resistencia de una
bacteria anaerobica, aerébica o facultativa patogénica a diversos compuestos
antimicrobianos. El organismo patdgeno se cultiva en placas con agar Mller-
Hinton en presencia de los discos antimicrobianos.

En este procedimiento, las placas de agar se inoculan con el microorganismo
investigado, indculo de la bacteria en concentracion conocida. A continuacion,
se colocan los discos de papel de filtro (de aproximadamente 6 mm. de
diametro), impregnados con el microorganismo de ensayo a una concentracion
conocida, sobre la superficie de agar. Las placas de Petri se incuban en
condiciones adecuadas. El antimicrobiano en el disco se difunde en el agar
circundante e inhibe la germinacion y el crecimiento del microorganismo de
ensayo (71; 91). Después de la incubacion durante el tiempo requerido, se
realiza la lectura de la susceptibilidad antimicrobiana por observacion y
determinacion del halo de inhibicion alrededor de cada disco, midiendo el
diametro de la zona de inhibicion, zona transparente, que rodea al disco como
medida del poder de inhibicion que tiene el antibiético contra el
microorganismo investigado (71; 89; 92). Dependiendo del didmetro del halo
de inhibicion del crecimiento bacteriano alrededor del disco y medido en
milimetros, se puede decir que el microorganismo es sensible o resistente a los

antibidticos (71).
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o Método de dilucion:
En este método se incorporan cantidades escalonadas de antimicrobianos a
un medio bacterioldgico liquido o solido. El criterio de valoracién corresponde
a la cantidad de sustancia antimicrobiana necesaria para inhibir la proliferacion

de la bacteria de prueba o para matarla (89).

Se usan métodos de prueba de susceptibilidad a la dilucion para determinar la
concentracion minima del agente antimicrobiano requerido para inhibir o matar
las bacterias. Esto puede lograrse por dilucion del antimicrobiano en agar o
medio de caldo. Mide la concentracién minima de antimicrobiano que es capaz
de inhibir el crecimiento bacteriano (CMI). También, es posible determinar la
concentracion bactericida minima que corresponde a la minima cantidad de
antibiotico capaz de matar una bacteria (CMB). Este concepto tiene validez
solo frente a antimicrobianos con efecto bactericida. Hay dos tipos de métodos
de dilucion que se pueden hacer: dilucion en caldo y dilucion en agar (71; 93 -

96).

o Meétodo de difusion y dilucién:
La prueba E también conocida como prueba de epsilémetro (E-Test), es un
método cuantitativo en el cual se combinan los principios basicos tanto de los
métodos de dilucion de antibidticos en agar como la susceptibilidad por

difusion de antibidticos en el medio. En una placa de agar el inoculo
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estandarizado es diseminado formando una pelicula homogénea. Sobre este
indculo se deposita una tira impregnada en un gradiente de concentracion del
antimicrobiano a estudiar. Cuando esta tira se coloca sobre la placa de agar
inoculada, se produce la difusion inmediata del antimicrobiano sobre el agar.
Después de la incubacion, se produce la inhibicién. EI punto de interseccion
entre la inhibicion del crecimiento bacteriano y la concentracion del
antimicrobiano indican el valor de la minima concentracion de antimicrobiano

en un amplio rango de concentraciones (> 10 de dilucion).

En general, para asegurar la eficacia de una terapia antimicrobiana la
concentracion del antimicrobiano en el suero, sitio de la infeccién o tejidos
debe ser al menos 2 a 4 veces la CMI del microorganismo causante de la

infeccion (71; 93 - 96).

o Meétodo de difusion de pozos de agar (pocillos)

Consiste en enfrentar la bacteria patégena diseminada sobre la superficie de
la placa de agar a la cual se le practico orificios de igual diametro en los que se
deposita cantidades conocidas de sobrenadantes del cultivo microbiano
productor de sustancias antibacterianas. De forma similar al procedimiento de
difusion en disco, la superficie de la placa de agar se inocula extendiendo un
volumen del in6culo microbiano sobre toda la superficie del agar, se perfora
asépticamente un orificio con un diametro de 6 a 8 mm con un taladro de
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corcho estéril 0 una punta, y se introduce en el pocillo un volumen (20-100 ml)
del agente antimicrobiano. A continuacién, las placas de agar se incuban bajo
condiciones adecuadas dependiendo del microorganismo de ensayo. El agente
antimicrobiano se difunde en el medio de agar e inhibe el crecimiento de la

cepa microbiana ensayada (91; 97).

o Método de siembra en acimulos
En este método, sobre el homogenizado en placa de agar del patdgeno en
prueba, se siembran pequefios acimulos del microorganismo productor de
sustancias antibacterianas a fin de determinar la formacion de halos de
inhibicion del organismo en prueba (98). Los resultados de las pruebas de
susceptibilidad antimicrobiana in vitro, tienen valor para seleccionar los
agentes antibacterianos activos contra el germen causal. Las pruebas in vitro
son simplemente un reflejo del efecto de los antibidticos frente a

microorganismos en condiciones de laboratorio (78).

2.1.6. Espectro de accién de los antimicrobianos (94; 96)

Los antimicrobianos mas frecuentemente utilizados en clinica tienen un espectro
de accion conocido, que debe ser reevaluado periédicamente. El espectro
antibacteriano més frecuentemente observado es el siguiente:

Penicilinas: cocos Gram (+), cocos Gram (-), bacilos Gram (+).
Ampicilina: cocos Gram (+), cocos Gram (-), algunos bacilos Gram (-).
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Cloxacilina: Staphylococcus. Macrélidos: cocos Gram (+).
Cefalosporinas: cocos Gram (+) y bacilos Gram (-).
Cloramfenicol: bacilos Gram (-), anaerobios.

Gentamicina: bacilos Gram (-). Clindamicina: cocos Gram (+), anaerobios

2.2. Probioticos
2.2.1. Definicion
El término “probidtico”, etimoldgicamente deriva del latin (pro= en favor de, para,
por) y del griego (bios= vida) (99), que literalmente significan “a favor de la vida”,
que es opuesto a "antibiotico" que significa "contra la vida”, se originé hace mas de
cien afios, cuando Ddderlein en 1892 y, posteriormente, Metchnikoff en 1907
propusieron que las bacterias que producen &cido lactico a partir de azlcares
deberian tener algunos efectos beneficiosos. “Originalmente, fueron definidos
como microorganismos que promueven el crecimiento de otros microorganismos,

esta definicion ha sido revisada y cambiada varias veces” (31; 100; 101).

“Posiblemente el término probiotico, fue empleado por primera vez por Vergio en
1954, cuando comparaba los efectos adversos que los antibidticos ejercian sobre la
microbiota intestinal con las acciones beneficiosas ejercidas por otros factores que
no pudo determinar” (100). La mayoria de las publicaciones mencionan que el
término probidtico se atribuye a Lilly y Stillwell, en 1965 (102), quienes los
describieron por primera vez en la literatura, como microorganismos que
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promovian o estimulaban el crecimiento de otros microorganismos. Ellos
entendieron un probidtico como opuesto a un antibidtico (44; 103). Parker en 1974,
da una vision totalmente diferente, utilizo el término "probidtico” para "sustancias y
organismos que contribuyen al balance intestinal o al equilibrio de la microbiota
intestinal” (31). En 1989, la palabra “probidtico fue popularizada por Roy Fuller,
quién ademas resaltd que para considerarse probidtico, el microorganismo debia
estar presente en estado viable, e introdujo la idea de su efecto beneficioso sobre el
huésped, describiendo a los “probioticos como: “aquellos microorganismos vivos,
principalmente bacterias y levaduras, que son agregados como suplemento en la
dieta y que benefician al huésped mejorando el equilibrio microbiano de su flora

intestinal” (44; 100;104-107).

Se propuso también, que los probidticos son microorganismos vivos que pueden
ser formulados en muchos tipos diferentes de productos, incluyendo alimentos,
medicamentos y suplementos dietéticos (108), siendo considerados un ingrediente
funcional en el alimento (109), que se administran en cantidades controladas y
suponen no solo beneficios metabolicos sino también para la salud en general de los
individuos que los consumen (17). Otra de las definiciones menciona que, los
probidticos se refieren a preparaciones microbianas vivas, no patdgenas gque ejercen
efectos benéficos sobre el huésped cuando se administran en cantidades adecuadas

(5; 110).
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La OMS junto con la FAO, propusieron una definicién que es mundialmente
aceptada, los probi6ticos se definieron como "microorganismos vivos que cuando
se administran en cantidades adecuadas confieren beneficios para la salud en el

huésped" (111).

Por lo tanto, los probidticos se han definido en diferentes formas, dependiendo de
su mecanismo de accion o de sus efectos en la salud. La definicion més usada es:
“Probidticos son microorganismos vivos que confieren beneficios en la salud del
huésped cuando se los administra en cantidades adecuadas” (106; 111-115). Sin
embargo, en sentido estricto, el término “probidtico” deberia reservarse para los
microbios vivos que en estudios controlados en humanos han demostrado conferir
beneficios para la salud. Por lo tanto, los probi6ticos son microorganismos con
propiedades beneficiosas (116). Ademdas, otra de las definiciones, los
considera, como microbios vivos que pueden agregarse a la férmula de muchos
diferentes tipos de productos, incluyendo alimentos, medicamentos y suplementos
dietéticos (106; 108). También se menciona a los probidticos orales como
microorganismos vivos que al ingerirse en nimeros especificos, ejercen beneficios
para la salud. O como, una preparacion que contiene microorganismos definidos,
viables y en cantidades suficientes, que alteran la microflora en uno de los
compartimentos del huésped y ejercen efectos beneficiosos para la salud mas alla

de su papel nutricional (117;118).
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Se tienen también otras definiciones como las siguientes: Probidtico, es un
suplemento alimentario microbiano vivo que afecta de manera beneficiosa al
huésped mejorando su equilibrio microbiano intestinal”. O, los probidticos son
preparaciones o componentes de células microbianas que tienen un efecto
beneficioso sobre la salud y el bienestar del huésped que al ser administrados en
cantidades adecuadas, confieren un efecto fisioldgico beneficioso al “huesped” e
inhiben el crecimiento de microorganismos patogenos y favorecen la salud

intestinal, por lo tanto, son considerados como seguros (26; 27; 11).

El Functional Food Centre (FFC), define a los probi6ticos como alimentos
funcionales, que como alimentos naturales o procesados contienen compuestos
biol6gicamente activos conocidos o desconocidos que en cantidades definidas,
eficaces y no tdxicas, proporcionan un beneficio sanitario clinicamente probado y
documentado para la prevencion, manejo o tratamiento de enfermedades crénicas
(119). Asimismo se ha demostrado que estos alimentos funcionales alteran,
modifican y restablecen la flora intestinal preexistente, ayudando a mejorar el
estado de bienestar y contribuyendo a la disminucion del riesgo de enfermedades,
ademas de sus propios efectos nutricionales (120; 121). La Organizacion de las
Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacion (FAO) también, definen a
los alimentos funcionales como aquellos que contienen componentes bioldgicos
adicionales, con potencial de reducir el riesgo de enfermedad y favorecer la salud

(122).
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En el 2013, la Asociacion Cientifica Internacional de Probioticos y Prebidticos
(ISAPP) organiz6 una reunion de expertos clinicos y cientificos sobre probioticos
para volver a examinar el concepto de probidticos. Las recomendaciones del panel
fue mantener la definicion FAO/OMS de probid6ticos, con una correccién
gramatical menor como "microorganismos vivos que, cuando se administran en
cantidades adecuadas, confieren un beneficio para la salud al huésped”. Ademas
incluir en la definicion de probioticos que las especies microbianas probidticas
tienen que haber pasado por estudios debidamente controlados donde se ha
demostrado que confieren beneficios a la salud, y que se mantengan los cultivos
vivos, tradicionalmente asociados a los alimentos fermentados y para los cuales no
hay evidencia de beneficios para la salud y ademéas que los microorganismos
muertos u otros productos no viables microbianos no caen bajo la construccién

probidtica (123).

2.2.2. Criterios para la clasificacion de un microorganismo como probidtico
Entre los criterios 0 requisitos que un microorganismo debe poseer para ser
considerado como probidtico, se tienen (56; 39; 124):
- Debe ser de origen humano y adherirse al tejido epitelial objetivo.
- Ser microorganismos verdaderamente activos, vitales, con estabilidad en &cido y
bilis y producir sustancias antimicrobianas.
- Tener propiedades no patdgenas, no toxicas y libres de efectos secundarios

adversos significativos.
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- Resistencia a los procesos tecnoldgicos (viabilidad en el vehiculo de entrega).

- Capacidad para persistir dentro del tracto gastrointestinal, de modular el sistema
inmunoldgico y de influir en las actividades metabolicas.

- Debe demostrar que ejercen un efecto beneficioso sobre el consumidor, conservar
la estabilidad durante la vida util prevista del producto y contener un nimero
adecuado de células viables para conferir el beneficio para la salud.

- Debe ser compatible con el formato del producto para mantener las propiedades

sensoriales deseadas.

Otros autores mencionan que los criterios para considerar a los microorganismos

como probioticos son: (114; 125-128)

- Tolerancia a sustancias antimicrobianas, al oxigeno, al calor y habilidad de tolerar
a otras bacterias.

- Inmunoestimulacién sin efectos inflamatorios.

- Resistencia a la acidez gastrica, a fagos y a la bilis.

- Propiedades antimutagénicas y anticarcinogénicas.

- Habilidad de crecer en leche y buenas propiedades sensoriales.

- Retener viabilidad y estabilidad durante el procesamiento, almacenamiento y
consumo de alimentos.

- Actividad metabolica deseada.

- Contar con su caracterizacion in vitro, lo que implica conocer la estabilidad

fenotipica y genotipica y los patrones de utilizacion de carbohidratos y proteinas.
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- Viabilidad durante el almacenamiento y procesamiento de productos que los
contengan.

- Capacidad de produccion a gran escala y de adhesion al epitelio intestinal.

- Laresistencia a lisozima y la capacidad de utilizar prebidticos (opcional)

- La existencia de ensayos in vivo e in vitro que demuestren los efectos probiéticos

adjudicados.

Tambiéen, se considera que, las especies y las bacterias a utilizar en medicina
clinica como probidticos se seleccionan sobre la base de una serie de requisitos que
estas deben poseer, como ser microorganismos cada vez mas seguros y eficaces

(39; 124), y deben ser ingeridos en cantidades adecuadas (129).

A raiz de ciertas irregularidades surgidas en el ambito cientifico y comercial, la
Asociacion Cientifica Internacional de Probidticos y Prebi6ticos (Scientific
Association for Probiotics and Prebiotics) (ISAPP), ha establecido cuatro
condiciones que debe cumplir todo microorganismo para ser considerado
probidtico, estas son las siguientes (41): 1) conservar su viabilidad durante la
administracion (3); 2) que los beneficios en el hospedador que los consume estén
debidamente corroborados; 3) que el/los microorganismo/presenten categoria
taxondmica definida (género, especie y cepa; y 4) que su uso sea seguro; (123).

Esta Gltima condicidn es de gran relevancia, ya que se deben evitar efectos adversos
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indeseables como la translocacion bacteriana hacia la circulacion sistémica, cuyas

consecuencias pueden ser graves (130).

2.2.3. Caracteristicas de los probidticos
La seleccidn de bacterias probiéticas incluye varias caracteristicas, como (5; 10;

17; 39; 56; 102; 131-134).

Seguridad bioldgica: no deben causar infecciones de drganos o de sistemas.

Ser saludable. no patdgeno ni toxigénico.

Capacidad de ser toleradas por el sistema inmunitario del huésped, y, por lo tanto,

deben preferiblemente ser de proveniencia intestinal.

Ser habitante normal del intestino humano, un microorganismo de origen humano,
aunque los principales probioticos disponibles no son de origen humano, se cree
que si el probidtico es aislado del tracto gastrointestinal, es seguro para el
consumo humano y quizds sea mas efectivo en la colonizacion del intestino
delgado.

e Capacidad de resistir los efectos de la degradacion digestiva, la accion de los
acidos gastricos y la toxicidad de los acidos biliares, para que puedan llegar vivas
(viabilidad) en grandes cantidades al intestino. El bajo pH gastrico, es uno de los
mecanismos de defensa del hospedero contra los microorganismos ingeridos,
incluidos los probidticos y ademas al alcanzar el intestino favorezcan el equilibrio

de la microbiota.
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Capacidad de adherirse a la superficie de la mucosa intestinal, a los enterocitos, a
la mucina y colonizar el tracto gastrointestinal, lo que mejora en el colon la
persistencia, y multiplicacion de los probioticos asi como promueve la exclusion
competitiva de patdgenos potenciales de las superficies mucosas.

Sinergia con la microbiota enddgena normal.

Efecto barrera: este término define la capacidad de producir sustancias que tengan
una accion trofica sobre el epitelio de la mucosa intestinal.

Capacidad de potenciar las defensas inmunitarias del huésped y modular las
respuestas inmunes del huésped e influir en las actividades metabdlicas humanas,
como la produccidn de vitaminas, la asimilacion del colesterol y la reduccion de la
lactosa.

Capaz de persistir lo suficiente en el tracto digestivo y de producir substancias
antimicrobianas contra patdgenos intestinales para la restauracion de la
composicion de la microbiota intestinal.

Adaptarse a la microbiota intestinal sin desplazar la microbiota nativa ya
existente.

Eficacia y seguridad demostrada en estudio aleatorizados, doble ciego y en
estudios en humanos controlados con placebo.

Ser capaces de ser preparados en gran escala de manera viable. Es importante que
sean viables y activos en un vehiculo especifico determinado.

Ser Generalmente Reconocido como Seguro para la salud (tener caracter
Generally Regarded as Safe), Estatus GRAS es concedido por la FDA a alimentos
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0 componentes de alimentos que son seguros para el consumo humano, y que han
sido probados a través de procedimientos cientificos, de la experiencia basada en
el uso comdn de los alimentos y en la historia sustancial de consumo por un
namero significativo de consumidores.

¢ Sin factores de virulencia, no presentar resistencia a los antibiéticos comunmente
utilizados, ni determinantes de patogenicidad (128,135).

e Presentar resistencia a las condiciones de procesamiento industrial y tener buenas
propiedades tecnolégicas (21; 136-138).

e Ser capaces de sobrevivir a lo largo del tracto gastrointestinal, la supervivencia de
los probidticos ingeridos en diferentes partes del tracto gastrointestinal son
especificos de cada cepa. Algunas cepas mueren rapidamente en el estdbmago
mientras que otras, tales como cepas de Bifidibacteria o L. acidophilus, pueden

pasar a través de todo el intestino a una concentracion muy alta (32; 54; 139-142).

2.2.4. Evaluacion de los probidticos para uso alimentario
En el 2001, una comisién de expertos de la FAO y la OMS reconoci6 la
necesidad de establecer directrices para la evaluacion de la eficacia y seguridad de
los probidticos siendo asi que en el 2002, la Organizacion de las Naciones Unidas
para la Agricultura y la Alimentacion / Organizacion Mundial de la Salud (FAO /
OMS) (FAO / OMS citado por Rodriguez) (24) ha elaborado directrices para la

evaluacion y seleccion de probidticos (43), con los requerimientos minimos
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necesarios para que a un producto se le pudiera considerar como probi6tico que se

detallan en el Esquema 1.

Esquema 1. Directrices para la evaluacion de los probidticos para uso alimentario

(FAO/WHO, Rodriguez J. M.) (24; 111).

Identificacidn de cepa a través de metodologias genotipicas y fenotipicas:

Género, especie, cepa
Depdsito en una coleccion internacional de cepas

y

/Criterios para la seleccién y evaluacidn de baterias probidticas: \

Origen humano

Resistencia a los procesos tecnoldgicos usados para su fabricacion (viabilidad y actividad

en producto)

Resistencia a la acidez gastrica y las secreciones de acidos biliares.

Actividad antimicrobiana contra patdgenos potenciales.

Adhesion a la mucosidad y/o lineas de células epiteliales humanas

Persistencia en el tracto gastrointestinal. /

v

/Evaluacic')n de la seguridad: \

Determinacion de los patrones de resistencia a los antibidticos.

Evaluacién de efectos colaterales durante los estudios en seres humanos.

Seguimiento para determinar los efectos adversos epidemiolégicos sobre los
consumidores.

Determinacion de la produccidn de toxinas.

Determinacion de la actividad hemolitica.

Evaluacidn de las actividades metabdlicas bacterianas, como la produccién de D-lactato. /

v

ALIMENTO PROBIOTICO / FORMULACION ]

v

Estudios doble ciego, controlados con placebo, aleatorizados en humanos para determinar la
eficacia del producto.

v

Etiquetado:

Declaracion de propiedades saludables

Género, especie y denominacion de la cepa.

Numero minimo de bacterias viables al final de la vida de anaquel, dosis efectiva.
Condiciones de almacenamiento apropiadas.




2.2.5. Mecanismo de accién de los probioticos
Los probidticos ejercen su accion a través de maltiples mecanismos, entre los cuales
se destacan: a) promocién de la fagocitosis; b) inhibicion del crecimiento
bacteriano por produccidn de agentes antimicrobianos y descenso del pH luminal;
¢) modulacion local de la respuesta inmune; y d) inhibicion competitiva de los
sitios de union de la mucosa entre patdgenos y bacterias probidticas que limita el

crecimiento y la colonizacion de los patogenos en el cuerpo (143-145).

Los probidticos interactian con el huésped humano a distintos niveles: (a) en el
lumen intestinal, mediante su interaccion con la microbiota intestinal o ejerciendo
un efecto metabolico directo (transformando la mucina, en azucares simples), (b)
en la mucosa y el epitelio intestinal, incluyendo los efectos de barrera, los procesos
digestivos y el sistema inmunolégico asociado a la mucosa y (c) en otros 6rganos

extraintestinales (2; 44; 146).

Sin embargo, es en gran parte desconocido el conocimiento de los posibles
mecanismos de los efectos de los probidticos sobre los enteropatdgenos,
probablemente estos mecanismos son multifactoriales, incluyéndose a los
siguientes (147-150):

= Competicion por nutrientes y sitios de adhesion

= Reduccion del pH luminal y la inactivacion de toxinas

= Produccion de metabolitos antimicrobianos y su secrecion
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= Cambios en condiciones ambientales

= Estimulacion del sistema inmune innato.

Otros estudios realizados, propusieron como mecanismos de los probidticos para
mejorar la resistencia del huésped contra organismos patdgenos, a los siguientes.
(25; 100; 151-153):

» Resistencia a la colonizacion

» Mejora de la funcion de barrera intestinal.

= Aumento de la regeneracion de enterocitos

» El aumento de la adhesion a la mucosa intestinal. La inhibicion concomitante

del patégeno mediante la adhesion

= La exclusion competitiva de los microorganismos pat6genos.

» La produccion de nutrientesy de sustancias antimicrobianas

* Inmunomodulacién, modulacion del sistema inmunitario.

= Competicién con bacterias nocivas por desplazamiento de su sitio de union al

epitelio e inhibicién de su crecimiento y/o muerte mediante la produccion de

compuestos antibacterianos o reduccion del pH.

Mejora de la barrera epitelial
Existen varios mecanismos por los que ciertas cepas probidticas pueden mejorar
la estructura y funcion de las barreras epiteliales intestinales (44), incluyendo

reforzar la barrera fisica, aumentar la produccion de mucina, promover la
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produccion de péptidos antimicrobianos y proteinas de choque térmico, atenuar el
efecto negativo de microorganismos patdgenos y modular las vias de sefalizacion

que afectan la proliferacion celular y la supervivencia (154; 155).

La mucosa intestinal con su epitelio y mucus superpuesto constituye la primera
barrera fisica que separa la microbiota comensal del huésped o los tejidos del
contenido luminal (156). EI mucus que cubre los enterocitos, el flujo sanguineo
que la irriga y las secreciones constituyen de forma conjunta no solo una barrera
fisica sino también quimica que contribuye a la defensa del huésped (157; 158), a
estas defensas de la barrera intestinal se suman, los péptidos antimicrobianos, IgA
secretoras y su capacidad de adherencia al epitelio de los probioticos y asi pueden

influir en varios aspectos de la funcién de barrera intestinal (11; 159; 160).

Otros autores complementan que algunas cepas probidticas tienen la capacidad
de estabilizar la barrera de la mucosa digestiva debido a que los enterocitos estan
firmemente conectados a través de uniones estrechas y recubiertos con el mucus
que contiene IgA (161). Los patdégenos normalmente alteran la permeabilidad
intestinal, siendo las bacterias probiéticos las que contribuyen a su
restablecimiento asi como de las uniones estrechas, favoreciendo la estabilidad de
estas uniones disminuyendo la permeabilidad epitelial a patdgenos o sus
productos y fomentando la proliferacion celular. Asi, inician la reparacion de la

funcién de barrera después de un dafio (152; 162-165).
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También pueden inducir la liberaciéon de defensinas de los enterocitos (166),
controlando el ingreso de endotoxinas, de moléculas hepatotdxicas y mediadores
proinflamatorios derivados de la microbiota intestinal nociva (17). Ademas,
pueden promover la supervivencia celular mediante la prevencion de la apoptosis
en los enterocitos (167), Por otra parte, generan acidos grasos de cadena corta, los
que actlan sobre receptores del epitelio intestinal (168), promoviendo el
peristaltismo intestinal y contribuyendo a la reduccién del pH en el colon,

inhibiendo su colonizacion por bacterias patdgenas (169; 158).

Tengamos presente, que la contribucion de los probidticos a la barrera del
epitelio intestinal se basa en 3 tipos de efectos: sobre el epitelio, sobre el sistema

inmune y sobre la microbiota (Figura A) (25; 159).

El aumento de la adhesion a la mucosa intestinal

La adhesion a la mucosa intestinal es un requisito previo para la colonizacion y
es importante para la interacciéon entre las cepas probidticas y el huésped. La
adherencia de probi6ticos a la mucosa intestinal es importante para la modulacion
del sistema inmune y el antagonismo contra los patdégenos (152; 170). La
adherencia de lactobacilos al epitelio intestinal es esencial para la accion de los
probiodticos en el intestino grueso influyendo en la unién de adherencia y

modulando la funcion de la barrera epitelial (4; 171; 172).
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Figura A. Contribucion de los probi6ticos a la funcién barrera.
Fuente:Joshi et al. (25); Ohland y Macnaughton (159).

La exclusion competitiva de los microorganismos patogenos

Algunos probidticos se adhieren a la mucosa intestinal (11) y asi, previenen la
posterior fijacion de patdégenos, un fenémeno conocido como exclusion
competitiva (173; 174). La exclusion es el resultado de diferentes mecanismos y
propiedades de los probidticos para inhibir la adhesion de los patdgenos mediante
la produccion de sustancias y la estimulacion de los enterocitos (152; 175) y como
el proceso de adhesion esta mediado por proteinas, la interaccion entre las
proteinas de superficie de las bacterias probioticas con los enterocitos puede ser la
principal causa en la exclusion competitiva de los probioticos frente a los
patogenos (152; 173). También se da mediante la modificacion de su entorno,

produciendo sustancias antimicrobianas, para que este sea menos adecuado para
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sus competidores (152; 175), excluyendo competitivamente a los agentes
patdgenos intestinales formando una barrera fisica que previene la entrada de
sustancias antimicrobianas (176). Constituyéndose el epitelio intestinal en una
importante barrera que restringe la penetracién de los antigenos luminales y los
microorganismos. (177; 178), limita la disponibilidad de nutrientes a otras
bacterias, el acceso de los patdgenos al epitelio, aumenta la persistencia intestinal
de las bacterias probioéticas (167), compitiendo con las bacterias patdgenas por los
sitios de unidn a las células epiteliales y de adherencia a la capa de moco (11;

179).

La produccion de sustancias antimicrobianas

Los probidticos forman compuestos como proteasas, peroxidos, bacteriocinas,
defensinas, 6xido nitrico y sustancias como los &cidos grasos de cadena corta
(&cidos lactico y acético), que acidifican el lumen intestinal y reducen el nimero
de células viables, inhibiendo tanto a las bacterias Gram-positivas y negativas,
afectando el metabolismo bacteriano o la produccidon de toxinas, ejerciendo
efectos antibacterianos y antimicéticos (31; 39; 149; 152; 179; 180). La
produccion de estas sustancias crea un microambiente luminal desfavorable para
el crecimiento de patogenos (174), de esta manera estas sustancias se constituyen
en una de las principales barreras que un probiotico oral encuentra a su paso por

el tracto gastrointestinal (14).
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Las bacterias probiéticas, especialmente las cepas de Lactobacilos, como
Lactobacillus, Lactococcus, y Streptococcus thermophilus (181; 182), producen
acidos organicos, péptidos antibacterianos (bacteriocinas), H,O, y biosurfactantes,
que disminuyen el pH local, lo que conduce a inhibir el crecimiento de una amplia
gama de bacterias patdégenas y podrian prevenir la unién de patogenos,
estimulando su eliminacion (11; 174; 183) o disminuyendo la actividad toxica

microbiana (31).

La produccién de bacteriocinas puede permitir el establecimiento de las cepas
productoras, asi como la inhibicion directa del crecimiento de patdgenos y llevar
al aumento de la liberacion de defensinas, las que participan en la modulacion de
la composicion de la microbiota y en la conformacion de la respuesta inmunitaria
adaptativa (2; 56; 184-186); Ademas las bacterias probidticas son capaces de
producir derivados de las sales biliares que tienen actividad antimicrobiana mas
fuerte comparada con la de las sales biliares sintetizadas por el organismo del
huésped. Aun queda por dilucidar como los probidticos se protegen de sus propios

metabolitos bactericidas que producen (187).

Competicién con bacterias nocivas
Los probidticos inhiben a los organismos patogenos al competir por los
limitados sustratos necesarios para la fermentacion o por los receptores, y asi

previenen la adherencia de las bacterias patogenas a las células (100; 180).
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Bloqueo de sitios de adhesion

Los probi6ticos inhiben a los patdgenos adhiriéndose a las superficies epiteliales
intestinales y bloqueando los sitios de adhesion. Asi la microbiota normal y los
probioticos interactian con el organismo huésped a través de actividades
metabdlicas y funciones inmunes previniendo la colonizacion de

microorganismos oportunistas y patégenos (31; 106).

Competencia por nutrientes

Los probidticos, modulan las actividades metabolicas de la microflora del tracto
por varios posibles mecanismos: por el antagonismo que ejercen sobre el
desarrollo de microorganismos patégenos al competir con ellos por nutrientes
disponibles y factores de crecimiento; por sitios de union en el epitelio
produciendo bacteriocinas, y citoquinas para controlar el crecimiento de otros
microorganismos, e incrementando la sintesis de acido lactico y acidos grasos
disminuyendo el pH luminal y modulando asi la actividad enziméatica (4;19;102).
Asimismo, pueden afectar la composicion y funcion de las comunidades
microbianas mediante la produccidn de sustratos de crecimiento o inhibidores y la
modulacion de la inmunidad intestinal. A pesar de la falta de estudios in vivo, los
probidticos inhiben a los patdgenos consumiendo los nutrientes que los patdégenos
necesitan (31; 188; 189). Asi, algunas bacterias acido lacticas (BAL), son capaces
de inhibir la adhesion de patdgenos a los enterocitos simplemente a través de la

competencia por los nutrientes (188).
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Estimulacion y modulacion de la inmunidad

La microbiota intestinal desempefia un papel central en la conformacion de los
sistemas inmunitario periférico e intestinal tanto en salud como en enfermedad
(190). EI intestino es el érgano con la funcion inmunitaria mas importante del
organismo: aproximadamente 60% de todas las células inmunitarias se encuentran
en la mucosa del intestino delgado constituyendo un gran numero de estructuras
linfoides para la induccién de respuestas inmunitarias adaptativas (106);
desempefiando la microbiota intestinal un papel fundamental en el desarrollo del
sistema inmune e interactuando con las células inmunitarias intestinales para
mantener la inmunidad en la mucosa o modular sus funciones que sirven como
importante barrera defensiva contra patdégenos invasores (191;192). Por este
efecto modulatorio de los probidticos, se tiene el desarrollo adicional del epitelio
intestinal, el desencadenamiento de la produccién de moco y defensinas, y la
modulacion de las uniones estrechas (193). Las bacterias comensales intestinales

pueden causar indirectamente efectos inmunomoduladores en los pulmones (194).

Una vez que el probidtico se adhiere a la célula, se llevan a cabo diversas
actividades bioldgicas, que incluyen principalmente la liberacion de citoquinas y
quimiocinas, las que ejercen su actividad secundaria como la estimulacion de la
inmunidad local y sistémica del huésped (180). Las proteinas extracelulares
bacterianas permiten la interaccion probidtico-hospedero, interrelacionado las

células epiteliales y las del sistema inmune (195) y asi, algunas cepas probiéticas
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tienen capacidad de estimular respuestas inmunes protectoras frente a patdégenos

microbianos (196; 197).

Los principales efectores celulares de la inmunidad innata incluyen células
epiteliales, células fagociticas y células natural-killer y son los probiéticos los que
modulan las funciones de todas estas células, hay probidticos especificos que
mejoran las respuestas de los anticuerpos a las infecciones naturales y a las
inmunizaciones. La iniciacién, el mantenimiento y la resolucion de las respuestas
inmunes innatas y adquiridas estan regulados por citocinas. La capacidad de los
probidticos para inducir la produccion de citocinas por una serie de celulas
inmunitarias puede explicar como son capaces de influir tanto en la respuesta
inmune innata como adquirida (56). La inmunidad innata y adaptativa, puede ser
responsable de la induccidn de la tolerancia a los compuestos microbianos por el
hospedero (198; 199). Ademas, los probioticos afectan al ecosistema intestinal
estimulando los mecanismos inmunitarios y no inmunitarios de la mucosa a través
de antagonismo y competencia con patdgenos potenciales. Entre los mecanismos
de interaccion probioticos/huésped sugeridos son los siguientes (106; 200; 201):
Inmunologicos:

- Activa los macréfagos locales para aumentar la presentacion de los antigenos a

los linfocitos B.

- Aumenta la produccién de inmunoglobulina A y modula los perfiles de

citoquinas.
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- Induce disminucion de la respuesta a los antigenos de los alimentos.

No inmunolégicos:

- Digiere los alimentos y compite con los patogenos por los nutrientes y por la
adherencia.

- Altera el pH local para crear un ambiente local desfavorable para los patdgenos.

- Produce bacteriocinas para inhibir a los patdgenos y modifica las toxinas de
origen patdgeno.

- Fagocita los radicales superoxidos.

- Estimula la produccion epitelial de mucina e incrementa la funcion de barra

intestinal.

Mientras que otros autores consideran que los probidticos actlan por otros

mecanismos que se pueden clasificar en (202):

a. Mecanismos intraluminales:

- Incrementa la secrecion mucosa e inhibe la adherencia de las bacterias
patdgenas.

- Acidifica el colon por fermentacion de nutrientes.

b. Mecanismos epiteliales:

- Incremento de la funcion de barrera del epitelio y disminucion de la
permeabilidad intestinal favoreciendo el cierre de las uniones intercelulares.

c. Mecanismo inmunomoduladores:

- Acciones inmunomoduladoras y secrecidn de bacteriocinas.
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- Estimula la respuesta mucosa al estrés e inhibe la hipersensibilidad visceral.

2.2.6. Productos alimenticios probioticos para uso humano
Se venden muchos productos probiodticos para uso humano, pero solo se

recomiendan aquellos probados en seres humanos (203).

La Asociacion Cientifica Internacional de Probioticos y Prebidticos [Scientific
International Association for Probiotics and Prebiotics (ISAPP)] a través del trabajo
de un panel de expertos, definié diferentes categorias de microorganismos Vvivos
para uso humano considerando a los «probioticos», divididos a su vez en tres
categorias (41; 123):

“a) Probioticos presentes en alimentos o suplementos que no se utilizan con una
finalidad especifica. Estos pueden ser cepas que pertenezcan a una especie segura al
ser administrada y con evidencias suficientes de un efecto beneficioso en la salud
del consumidor; b) Probi6ticos en alimentos o suplementos con un efecto especifico
sobre la salud del consumidor, debidamente comprobado y evidenciable a partir de
estudios conducidos en humanos; c¢) Probidticos como drogas o agentes
bioterapéuticos, los cuales presentan un efecto especifico por el cual son indicados
para el tratamiento o la prevencion de enfermedades y que son regulados como

medicamentos”.
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Para otros autores, los microorganismos probio6ticos estdn disponibles de tres
maneras para el consumo humano ya sea directo o indirecto: 1) como concentrado
de cultivo que se afiade a un alimento para usos industriales o caseros, 2) como
productos alimenticios ya sea fermentados o no, y 3) como suplementos dietéticos
(productos farmacéuticos en forma de polvo, capsulas o tabletas). Siendo la forma
mas popular y generalizada de consumo de los microorganismos probioticos a

través de los productos alimenticios (204).

Los productos que contienen bacterias probidticas generalmente incluyen
alimentos y suplementos dietéticos (49; 53). La forma mas frecuente de consumir
probidticos es a través de alimentos lacteos como yogur, koumis y keéfir, que
contienen especies intestinales de lactobacilos y bifidobacterias y proporcionan
efectos benéficos adicionales a los nutritivos, estos alimentos se consideran en el

grupo de los alimentos funcionales (205; 206).

En las mezclas probidticas algunas especies podrian ser capaces de inhibir los
efectos estimulatorios de otras, por lo que la combinacién de multiples probiéticos

no siempre optimiza los resultados (207).

También en otros estudios se menciona, que, los probidticos pueden ser
suministrados o consumidos en una de las siguientes cuatro formas basicas (208):
1) Como un cultivo concentrado agregado a alguna bebida (jugo de frutas)
2) Inoculado dentro de fibras prebioticas
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3) Inoculado dentro de los alimentos lacteos (leche, yogurt, queso)
4) Como suplementos dietéticos de células secas (polvo, capsulas, tabletas

gelatinosas).

Siendo la seleccion de las cepas probidticas, el primer requisito previo para
diseflar un producto probidtico alimenticio especifico, haciendo uso de
herramientas adecuadas para proporcionar la identificacion de la cepa y para
rastrear los probioticos durante la produccion de alimentos, asi como durante su
transito intestinal (204). El uso de alimentos fermentados conteniendo bacterias
beneficiosas y suplementos dietéticos de bacterias, se suministran con bacterias

vivas que pasan el conducto gastrico para replicarse en el intestino grueso (209).

Los probidticos para uso humano, estan sujetos a restricciones minimas (por lo
menos como nuevos alimentos o como suplementos dietéticos) y vienen en muchas
formas diferentes. A menudo se venden como productos lacteos que contienen
"bacterias vivas" o como céapsulas o tabletas compuestas de preparaciones
liofilizadas de bacterias que promueven "un intestino sano”, considerando que los
alimentos no sélo son necesarios para vivir, sino también como fuente de bienestar
mental y fisico, contribuyendo a la prevencion y reduccion de factores de riesgo
para varias enfermedades o potenciando ciertas funciones fisiologicas (8; 53; 210).
Los probidticos utilizados en los alimentos, suministrados como suplemento

dietético o como componentes activos de una medicacion registrada, no sélo deben
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ser capaces de sobrevivir al paso a través del tracto digestivo, exhibiendo la
supervivencia de acido y bilis, sino que también deben tener la capacidad de
proliferar en el intestino (50). EI aumento en el uso de productos alimenticios
industriales en lugar de los alimentos fermentados tradicionales, conduce a la

reduccion de las bacterias probidticas (211).

2.2.7. Microorganismos mas comunmente usados como probioticos

Se ha utilizado una amplia gama de microorganismos como probidticos. Los
organismos méas comunmente utilizados en las preparaciones probioticas son las
bacterias &cido lacticas, tales como Lactobacillus acidophilus, Bifidobacterium,
Bacillus spp. Streptococcus, Lactococcus y hongos como Saccharomyces
cerevisiae, Sacharomyces boulardii y Aspergillus oryzae. Sin embargo, las
bacterias acido lacticas han alcanzado mayor atencién en la actividad probioética y
generalmente han sido consideradas como buenos organismos probidticos (41; 15;
212). Las especies de Lactobacillus y Bifidobacterium se han aplicado cada vez
mas en la industria lactea, son ampliamente conocidas y las mas reconocidas como
probidticos por sus beneficios nutricionales y en la salud (213-215) y son utilizadas
como probidticos para promover la homeostasis intestinal a través del nervio vago
que existe entre el sistema nervioso central (SNC) y el sistema nervioso entérico
(35;36;216), siendo algunas bacterias lacticas habitantes comunes del tracto

gastrointestinal y mucosas (217;218).
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Las cepas de Lactobacillus, Bifidobacterium y Streptococcus, son los tipos
bacterianos que se han utilizado durante siglos en la produccion de productos
lacteos fermentados. Décadas de uso de los probioticos en forma de lacteos parecen
asegurar su inocuidad (219) (L. casei podria utilizarse como cultivo
complementario para producir yogur bifuncional enriquecido en péptidos

bioactivos y en células viables (220).

La Tabla 1 indica los microorganismos probidticos méas utilizados, los cuales
pertenecen principalmente a las especies Lactobacillus y Bifidobacterium (bacterias
Gram +), aunque algunas otras especies u otros microorganismos (levadura)
también han sido de interés (221). El interés por los probiéticos ha surgido en los
ultimos afios, especialmente en relacién con la adicion de Bifidobacterium,
Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus casei y

Lactobacillus reuteri a los productos lacteos fermentados como el yogur (222).

Los microorganismos mas comunmente utilizados en las preparaciones
probidticas son Lactobacillus, Bifidobacterium, Escherichia, Enterococcus,
Bacillus and Streptococcus. Algunas cepas de hongos pertenecientes a
Saccharomyces también se han utilizado. Lactobacillus es el grupo comin en
productos lacteos fermentados, y Bifidobacteria y Streptococcus son comunes en

queso Yy otras bebidas (5; 56; 140).
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Tabla 1. Lista de los microorganismos probiéticos mas utilizados

Especies de Lactobacillus Especies de Bifidobacterium Otras

L. acidophilus B. bifidum Streptococcus thermophilus

L. rhamnosus B. longum Escherichia coli

L. gasseri B. breve Bacillus cereus

L. reuteri B. infantis Clostridium butyricum

L. bulgaricus B. lactis Enterococcus faecalis

L. plantarum B. adolescentis Enterococcus faecium

L. johnsonii VSL#3(cuatro cepas de lactobacilli, tres cepas

de bifidobacteria, una cepa de Streptococcus
salivarius sp. thermophilus)

L. paracasei, L. casei Hongos
L. salivarius Saccharomyces boulardii
L. lactis Saccharomyces cerevisiae

Fuente: Heyman y Ménard, (221)

2.3. Probioticos y Salud

Ha habido un gran interés en la incorporacion en la dieta de probidticos los que
después de su consumo pueden ser capaces de prevenir varias enfermedades (223). Al
existir varios tipos diferentes de probioticos, sus beneficios para la salud deben ser
identificados por su género, especie y nivel de deformacion (56), dependiendo el
efecto de los probidticos de la especie y de la cepa utilizada (45). Ademas se reporta
SU Uso como sustancias terapéuticas, para el tratamiento de diferentes trastornos como
la prevencion de infecciones gastrointestinales, disminucion de la severidad de las
alergias (224-226), prevencién y manejo de la colitis ulcerativa y la pouchitis (227-
231), en la enfermedad de Crohn, en la prevencion del crecimiento de las células
cancerosas (7;28), y asi siguen los beneficios atribuidos, como el que algunos tienen
la capacidad de reducir la incidencia de tumores colonicos (232), mejorar los procesos
en los que existe inflamacion de la pared intestinal (102;233;51) ejerciendo accion
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antiinflamatoria (234;153), participar en la mejora de ciertos trastornos infecciosos,
como en el sindrome del intestino irritable (235-239), mejorar la funcion de barrera en
la mucosa intestinal teniendo eficacia para disminuir los sintomas de la diarrea
asociada a antibidticos, la diarrea infecciosa o secretora, estrefiimiento y enterocolitis
necrotizante (240;19;11). Asi como para evitar la diarrea provocada por antibi6ticos
(131) resaltando la eficacia de las cepas de Lactobacillus en el tratamiento y/o
prevencion de la diarrea (135). Asimismo, se les atribuye que son potencialmente
protectores contra el desarrollo de ciertas enfermedades infantiles como alteraciones
microbiologicas, cdlico infantil, asma (241), asi como en el tratamiento de infecciones
respiratorias (242). También se les atribuye el ayudar a reducir el colesterol sérico en
los seres humanos (232), regulando el metabolismo glucidico y lipidico (2), que son
eficaces para la prevencion y el tratamiento de diabetes mellitus tipo 1y tipo 2 (225),
que mejoran la tolerancia a la lactosa en sujetos hipolactasicos, como
antihipertensivos, en el alivio de trastornos posmenopausicos (243) en la inflamacion

intestinal inducida por el estrés psicolédgico (244).

Ademas, diferentes estudios clinicos han mostrado el beneficio de los probioticos en
el manejo integral de la enfermedad hepatica cronica (245). Los Lactobacillus
rhamnosus GR-1 son una promesa significativa en el apoyo a la funcién inmune de las
personas que viven con el VIH (12) al estimular la inmunidad en sujetos con
inmunodeficiencia moderada (224). También se resalta el papel prometedor de los

probidticos en la mejora de H. pylori (246), y en ejercer efectos sobre la
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hipersensibilidad visceral, la funcién inmune, la disfuncién del eje intestinal-cerebral

este Ultimo podria causar angustia psicologica (32).

Existe evidencia del uso de probidticos para reducir la ansiedad en individuos con
alteracion de la funcién gastrointestinal y disminuir las citocinas (176), atenuar el
desarrollo de trastornos inducidos por el estrés en el tracto gastrointestinal que pueden
influir en la actividad cerebral que se ha sugerido como una solucion terapéutica para
la depresidn confiriendo beneficio a la salud psiquiatrica del huésped (9;20;247-249)
mostrando eficacia en la mejora de trastornos psiquiatricos (250) y en la modulacion

del desarrollo cerebral (251).

2.4. Probioticos y Ecosistema Microbiano
2.4.1. Ecosistema Microbiano

El tubo digestivo alberga un ecosistema microbiano complejo (252) conformado
por microorganismos nativos que colonizan permanentemente el tracto
gastrointestinal y una serie variable de microorganismos que transitan temporalmente
por el tubo digestivo. Constituyéndose el intestino humano en el habitat natural de
una poblacién numerosa, diversa y dindmica de microorganismos, principalmente
bacterias intestinales, que se han adaptado a la vida en el lumen del intestino o en las
superficies mucosas (12; 253; 254). Esta gran biodiversidad de especies dentro del
ecosistema intestinal facilita la vida y el desarrollo del conjunto, que incluye no s6lo
a las comunidades bacterianas sino también al huésped humano (255), siendo asi
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que la microbiota gastrointestinal humana forma un ecosistema complejo que esta en
estrecho contacto con su huésped que consiste en bacterias, hongos filamentosos,

virus y tiene un impacto importante en la salud (256; 257).

La microflora humana, conocida también como “microbiota” hace referencia al
ecosistema microbiano (comunidad de microorganismos vivos), que coloniza el
tracto gastrointestinal (201) y constituye un complejo ecosistema compuesto por
varios cientos de especies de microorganismos, la mayoria de ellos del género
bacteria. Este ecosistema incluye algunos microorganismos considerados patdégenos
por su capacidad de invadir al huésped, pero también contiene numerosas especies

capaces de promover efectos beneficiosos para la salud (258).

En el tracto gastrointestinal del ser humano, hay sitios donde los microorganismos
potencialmente beneficiosos son mé&s numerosos que las bacterias potencialmente
dafiinas, este tipo de composicion del ecosistema se Illama normobiosis. EI ambiente
donde las bacterias potencialmente dafiinas dominan sobre las bacterias beneficiosas
para la salud se Ilama disbiosis, que son los desequilibrios de la comunidad
microbiana del intestino (22;259-264) que estd asociada con muchas enfermedades,
incluyendo el sindrome del intestino irritable (IBS), las enfermedades inflamatorias
intestinales (IBD), la diabetes y las enfermedades asociadas a la obesidad, dada su

influencia en las funciones metabolicas e inmunoldgicas del hospedador (265;266).
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2.4.2. Microbiota intestinal
En cuanto a la microbiota del tracto gastrointestinal (TGI), la “flora normal” (18)
ha sido el término mas comdnmente usado en la literatura médica durante décadas
para referirse a las comunidades microbianas que habitan en un cuerpo sano. Otros
términos utilizados han sido el de “microflora autdctona” y madas recientemente
“microbiota normal”, este ultimo es el término mas correcto ya que los términos

“flora” y “microflora” tienen una desafortunada connotacion botanica.

El término microbiota intestinal (MI) se refiere a la comunidad de
microorganismos vivos residentes en la superficie de la luz intestinal y que contiene
aproximadamente 100 trillones de microorganismos vivos (260; 267) que equivale
aproximadamente a 10 veces mas que el nimero de células que componen el cuerpo
humano (19; 46:151). Se estima que en el tracto gastrointestinal humano coexisten,
en un delicado equilibrio, entre 500 y 1000 especies de microorganismos (19; 268)
tanto patdgenos como no patdgenos que estan presentes en una simbiosis compleja y
variable durante la vida humana llevando a la homeostasis fisiologica. Estos
microorganismos pueden conformar la microbiota local o ser microorganismos de
transito, como aquellos que ingresan con los alimentos (1; 15; 269-275). En el
cuerpo humano se estima que hay més células microbianas (10**) que células
eucariotas (10*%) (44; 151; 276). La microbiota intestinal “normal" est4 dominada por
bacterias anaerobias (54), que superan en numero a las bacterias aerobias y

anaerobias facultativas (277-279).

51



Las relaciones entre la microbiota y el huésped son mutuamente benéficas
simbidticas, que aseguran un habitat equilibrado que es vital para una funcién
gastrointestinal normal (45), jugando un papel importante en el mantenimiento de la
homeostasis intestinal la composicion de esta microbiota y siendo especifica para

cada individuo (256;280;281).

La microbiota del tracto gastrointestinal (TGI) en el hombre, contiene 150 veces
mas genes (microbioma) que nuestro genoma superando asi el potencial genético del
huésped. Este gran arsenal de productos genéticos proporciona una amplia gama de
actividades bioquimicas y metabolicas para complementar la fisiologia del huésped
(256; 260; 277; 282; 283), siendo la microbiota intestinal considerada como el
organo olvidado que se adquiere después del nacimiento (268). Este microbioma,
promueve el desarrollo de sefiales reguladas y antiinflamatorias dentro del tracto
gastrointestinal (284). La microbiota gastrointestinal residente proporciona una

barrera microbiana contra patdgenos microbianos, sin afectar su viabilidad (285).

2.4.3. Composicién de la microbiota intestinal
La microbiota del tubo digestivo difiere en el nimero, el tipo y la funcién de los
microorganismos dominantes en cada uno de sus segmentos, donde cada porcion
tiene su microbiota caracteristica, existiendo variaciones temporales y espaciales en
la distribucion microbiana a lo largo de todo el TGI, durante toda la vida del

individuo (6; 29; 276).
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La microbiota aumenta en cantidad y complejidad a medida que avanza por el TGI.
Asi, en el estomago, debido a la secrecion de &cido gastrico, Gnicamente se
desarrollan especies resistentes a pH acido como estreptococos y lactobacilos, la
acidez estomacal es una barrera casi infranqueable para los microorganismos que
ingerimos con la comida y la bebida. La concentracion de lactobacilos es tan baja que
no se sabe si ejercen algun efecto mutualista significativo (29; 106; 253). En general,
la colonizacién microbiana tiene que mostrar buena tolerancia y capacidad para
sobrevivir a pH bajo, durante periodos de tiempo largos para asegurar su persistencia

en el estbmago humano (46).

En el intestino delgado las bacterias que colonizan inicialmente son especies
anaerobias facultativas tales como Escherichia coli y Streptococcus spp. (286) desde
el duodeno, los lactobacilos y los estreptococos, aumentan progresivamente, hasta la
region distal del ileon. (253). siendo la composicion de la microbiota del intestino
delgado influenciada en gran medida por una combinacion de acido gastrico, bilis y
secreciones pancreaticas y que juntas crean un ambiente hostil para la mayoria de los
microorganismos (287). A nivel yeyuno-ileon y colon hay especies de bacterias
comensales anaerobias facultativas y obligatorias. En yeyuno se va incrementando la
concentracion bacteriana, que esta formada principalmente por lactobacilos. En ileon
la concentracion y diversidad de los microorganismos residentes aumenta

rapidamente (29; 106; 207). Miles de microorganismos diferentes pueden habitar
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colectivamente el intestino de las poblaciones humanas y confirmar un alto grado de

variacion en la composicion de estas poblaciones entre individuos (9).

El intestino grueso, estd densamente poblado por una gran diversidad de
microorganismos, que en su conjunto, dan lugar a un ecosistema resistente a la
induccion de cambios desde el exterior; es lo que se denomina la homeostasis
intestinal (29; 106), en esta porcion del intestino se ha encontrado la mayor

concentracion de microorganismos y actividad metabdlica (2).

A lo largo del tracto gastrointestinal, la densidad bacteriana como la diversidad y
composicion aumentan progresivamente, siendo mas altas en el colon, en
comparacion con el intestino delgado, ahi proliferan fermentando los sustratos
disponibles de la dieta o de secreciones enddgenas y degradan glicidos complejos
que no podemos digerir (29;47;106;272). Se estima que a nivel del colon conviven
méas de 1.000 especies diferentes de bacterias, contando entre ellas con un gran
nimero de anaerobios (216,288). Ademéas de la variacién en la composicion
microbiana a lo largo del tracto GI, la microbiota presente en la luz intestinal también

difiere significativamente de la que esta adherida a la capa de moco intestinal (287).

2.4.4. Factores que influyen en la composicion de la microbiota
La microbiota del intestino humano est& influenciada en su composicion y en sus
funciones por varios factores (280), donde cada persona tiene una microbiota Unica
determinada por la genética, la edad gestacional, los factores ambientales, el
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parentesco, el estado de salud, la dieta del huésped, nutricion, proceso de
envejecimiento, el uso de antibidticos, la higiene, pais de origen, las patologias y
edad (42; 117; 272; 277; 282; 289; 290). También esta influenciada por el estilo de
vida, las enfermedades, estrés y los malos habitos alimenticios (1; 12; 30), a esto se
suma los cambios que experimenta por la dieta a largo plazo, el tratamiento
antimicrobiano, la desnutricion, la cirugia y las deficiencias inmunoldgicas, los
cuales, son factores que pueden alterar la composicion de la microflora intestinal
(226; 291-294), y puede causar enfermedades (256). Aun cuando la microbiota
intestinal cambia con el paso de los afios, la localizacion geografica, el uso de
antibioticos, la dieta (19), el medio ambiente y la microbiota materna durante el parto
constituyen factores de gran efecto en el desarrollo de la microbiota en el futuro. La
culminacion del establecimiento de la comunidad microbiana individual es después
de la lactancia (295-297), una vez establecida la microbiota en un individuo, su
composicion puede permanecer estable en el tiempo, ya que el intestino es una

comunidad microbiana constante (37; 52; 272).

Cada vez que hay cambios drasticos de dieta o tratamientos con antibidticos, se
detectan variaciones importantes en la abundancia de las diferentes especies
presentes en el intestino (298), la medicacion, el estrés severo, la enfermedad y/o la
nutricion malsana, produce alteraciones en la microbiota intestinal (22; 299). El
establecimiento y mantenimiento de la microflora es altamente dependiente de la

ingesta de alimentos y el estilo de la dieta. La microflora intestinal puede ser
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modificada por sustancias dietéticas que favorezcan el crecimiento de ciertas
especies bacterianas (212; 222). La dieta, ejerce una influencia importante en la
composicion de la microbiota intestinal humana (11; 300), siendo asi que una dieta
alta en grasa se ha asociado con un aumento en firmicutes y proteobacteria y una
disminucion concomitante en bacteroidetes (25; 301). Los habitos alimentarios
constituyen un factor importante que influye en la diversidad de la microbiota del
intestino humano (1; 302). El uso de antibioticos afecta la composicion de la
microbiota nativa, causando que la microbiota intestinal presente una menor
capacidad de produccion de proteinas y moléculas esenciales, asimilacion de hierro y

la digestion de determinados sustratos (25; 290).

2.4.5. Adquisicion de la microbiota intestinal
Si bien no se conoce aun el origen de la microbiota humana sin embargo, las
diferencias posnatales dependen del tipo de parto, de la microbiota materna, la dieta
antes y durante el embarazo y la lactancia. A lo largo de la colonizacién va en
aumento la diversidad microbiana y la tendencia gradual hacia la composicion de la

microbiota adulta (289; 298; 303; 304).

Hay evidencias, que la colonizacién microbiana se inicia intraitero (305-307), el
tracto gastrointestinal del feto en realidad esta habitado por microorganismos, en las
primeras deposiciones del recién nacido, en el meconio se puede detectar bacterias
aungue en muy baja concentracion, seria porque el torrente sanguineo de la madre
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puede transportar los primeros microorganismos al intestino del feto (33; 37; 308).
Sin embargo, la composicion inicial de la microbiota del TGI, tipo y diversidad, se
determina desde el nacimiento y depende fundamentalmente de dos factores: la
forma de nacimiento (vaginal o ceséarea) y el tipo de alimentacién (con leche

materna o férmulas lacteas) (6; 309).

Si el parto se produce de forma natural, durante el nacimiento, el recién nacido,
también adquiere microorganismos a lo largo del canal del parto (310), siendo
colonizado por la microbiota vaginal y/o intestinal de la madre y por los
microorganismos del ambiente (42; 277). Cuando el parto se produce por cesarea, el
establecimiento de la microbiota normal se retrasa, ya que la colonizacion
microbiana depende exclusivamente del medio externo, siendo las poblaciones
microbianas diferentes a las que se desarrollan cuando el parto es natural, con un

menor desarrollo de microorganismos anaerobios estrictos (289).

La alimentacion es determinante en la evolucion de la microbiota, como se ha
demostrado en estudios comparativos entre nifios con alimentacion materna y los
alimentados con leche de férmula. En el momento del nacimiento, la cavidad oral y
el tracto digestivo son rapidamente colonizados por una microbiota muy diversa,
existiendo variaciones cualitativas entre los nifios que reciben lactancia materna o
artificial (29; 277; 283). La microbiota en lactantes sanos que reciben lactancia

materna estd dominada (hasta en un 91%) por el género Bifidobacterium (311),
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mientras que la presencia de clostridios y coliformes es mas baja. Por el contrario,
los nifios alimentados con formulas infantiles estan colonizados por una microbiota
mas heterogénea y compleja  (Enterobacterias, Bacteroides, bifidobacterias,
Clostridium spp., Streptococcus, etc.) (162; 289; 312-314). A partir de los dos afos,
la microbiota del nifio va evolucionando hacia la que sera la microbiota del adulto
(54; 74), y se estabiliza a los 2 0 3 afios de edad y aun entonces puede presentar
modificaciones posteriores (289), existiendo diversidad microbiana, cada individuo
alberga su propio patron distintivo de composicion bacteriana determinado en parte

por el genotipo del huésped y por la colonizacion inicial al nacimiento (106).

Aunque la mayoria de los autores sostienen que la colonizacién del recién nacido
se produce fundamentalmente por la microbiota del canal del parto, estudios
recientes parecen sefialar que la leche materna podria ser también una fuente de
microorganismos (218) debido a que la microflora infantil refleja la composicion
bacteriana de la leche materna (315;316). Los Lactobacilos son los primeros
residentes en el tracto gastrointestinal después del nacimiento (317), en las personas

sanas, estan presentes en la cavidad oral, ileon, colon (318).

2.4.6. Funciones de la microbiota intestinal
El tracto gastrointestinal constituye una de las principales zonas de contacto con
agentes ambientales potencialmente nocivos (bacterias, virus, toxinas y alergenos)

(162). La microbiota intestinal tiene importantes funciones metabdlicas y protectoras
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del huésped (319). Se han identificado tres funciones primarias de la microflora

intestinal:
(@) en la nutricién y metabolismo, como resultado de la actividad bioquimica de
la microbiota, recuperacién de energia en forma de &cidos grasos, produccion de
vitaminas como el folato y la biotina, relacionadas con la regulacion de la
proliferacion epitelial del colon y efectos favorables sobre la absorcion de calcio y
hierro en el colon; (113;255; 320), facilitando el metabolismo, extrayendo energia
de polisacéaridos indigestos que conducen a la produccion de acidos grasos de
cadena corta, sintesis de aminoacidos esenciales y vitaminas que los seres
humanos son incapaces de producir por si mismos (146;256;277;287)

desempefiando un papel importante en los procesos nutricionales (4;11).

(b) Provee proteccion, manteniendo la integridad de la barrera epitelial (11), el
mantenimiento de la homeostasis de los tejidos (35), previniendo la invasion de
agentes infecciosos, proteccion contra la invasion por patdégenos oportunistas o el
crecimiento de especies residentes con potencial patdgeno y la competencia con
patogenos mediante una resistencia no especifica (113; 255; 277; 288). Las
bacterias comensales estimulan a los enterocitos a promover la secrecion de
mucina, los fendmenos de proliferacion y diferenciacion celular (207). El epitelio
intestinal, permite la realizacion de varias funciones como: absorcion de los

nutrientes, secrecion de citocinas/quimiocinas que afectan a la colonizacion
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microbiana, deteccion del microambiente intestinal y detecciéon tanto de la
microbiota benéfica como de la perjudicial (321; 322).

(c) Funciones tréficas sobre la proliferacion y diferenciacion del epitelio intestinal
del huésped, y sobre el desarrollo, induccién y modulacion de la respuesta inmune
(255; 277; 321; 322). A medida que se establecen los agentes que constituyen la
microbiota, el sistema inmunitario intestinal madura (15). El establecimiento de la
microbiota proporciona al hospedero un fuerte efecto estimulador para la
maduracion del tejido linfoide asociado al intestino y la maduracién del sistema

inmune (290; 252).

Ademas, se le atribuye a la microbiota, regular el comportamiento neurofisiol6gico
a traves de las vias inmunoldgica, endocrina y neural. La comunicacion intestino-
cerebro es bidireccional. El eje microbiota-intestino-cerebro desempefia un papel
critico en la salud y la enfermedad, incluidos los trastornos neuropsiquiatricos. De tal
manera que los cambios en la comunidad microbiana afectan el comportamiento y
asi estos cambios en el comportamiento alteran la composicién de la microbiota
intestinal  (36). Ademas, algunos estudios han demostrado que la dieta induce
cambios en la diversidad de bacterias que, a su vez, pueden influir en la ansiedad, la
memoria y el aprendizaje (38; 276), afirmando que la manipulacion de los

microorganismos intestinales puede mejorar la salud mental (34).
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2.4.7. Manipulacion de la microbiota intestinal

La manipulacion de la microbiota intestinal puede darse mediante cambios en la dieta,
(320), usando antibidticos, probidticos prebiodticos, antimicrobianos o mediante el
trasplante de microbiota fecal (54). Los antimicrobianos (13) y los probi6ticos, modifican
la microbiota intestinal (73;323).pero el efecto de una especie probiética en la flora
digestiva depende de la cepa y estd determinado en gran medida por la produccion de

bacteriocina (73).
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CAPITULO Il

DISENO DE CONTRASTACION DE HIPOTESIS

3.1. Hipdtesis
Los microorganismos probioticos de uso alimentario o terapéutico humano que se
expenden en nuestro pais, inhiben el crecimiento de bacterias patdgenas comunes en
niveles comparables con los valores establecidos en el espectro de sensibilidad a los

antibioticos convencionales usados para la terapia antibacteriana.

3.2. Disefio de Investigacion

Investigacion de tipo aplicada y de nivel explicativo.

3.3. Localizacion del estudio
La presente investigacion se llevd a cabo en el Centro de Investigacion y Control de
Enfermedades Transmisibles (CICET) - Biotecnologia, y en los laboratorios del Area
de Fisiologia, Histologia, Embriologia y Genética de la Universidad Nacional de

Cajamarca, (Av. Atahualpa N° 1050 — Cajamarca).

3.4. Poblacién, muestra y unidad de analisis,
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Poblacion
La poblacion estuvo constituida por la mayoria de los productos comerciales
alimentarios y farmacéuticos que se expendan en el pais y que contienen

microorganismos probidticos.

Muestra
El tamafio de muestra se determind en base a la proporcion de productos
probidticos que son frecuentemente comercializados en el pais. Para estimar la
proporcion de productos con efecto bactericida, con una confiabilidad de 95%, una
precision de 9.5% y admitiendo un error maximo tolerable en la estimacion del 5%,
se calcul6 teniendo en cuenta una poblacién con un tamafio indeterminado.
Para lo cual se aplicé la formula siguiente:
Z?PQ
E2

P = Proporcion de efecto bactericida del probidtico 0,95
Q = Proporcidn del no efecto bactericida del probidtico 0,05
E = Precision en las estimaciones

Z = Nivel de confianza (coeficiente que corresponde a la confianza del 95%)

0,05 < E =0,1

(1,96)%(0,95) (0,05)

(0,095)
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Con este criterio se trabajé con una muestra constituida por 23 productos probi6ticos.

3.5.

Unidad de analisis

Cada uno de los productos probiéticos comerciales alimentarios o farmacéuticos.

Criterios de Inclusion
Fueron incluidos en el estudio los productos alimentarios o farmacéuticos que
contienen microorganismos probidticos y que tuvieron la autorizacion oficial

correspondiente para ser comercializados como tales.

Descripcion del Disefio Metodolégico
Protocolo general de evaluacion del efecto antibacteriano de los probidticos:

(Esquema 2)

a. Recuperacion en el laboratorio de las cepas probidticas.

b. Obtencion de extractos crudos a partir de los probidticos recuperados en el
laboratorio o directamente de los productos probioticos seleccionados en el
mercado.

c. Realizacion de pruebas de sensibilidad a los antibacterianos a través del método
de discos de sensibilidad.

d. Evaluacion de la sensibilidad a los antibacterianos probi6ticos
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e Evaluacion del efecto antibacteriano de microorganismos probidticos

Se realiz6 con el método de sensibilidad a los antibidticos de Kirby Baler o de

discos de sensibilidad a través del cual se determind los halos de inhibicion del

crecimiento de bacterias patogenas (71; 96; 98; 324).

Esquema 2. Diagrama de evaluacidn del efecto antibacteriano de probioticos

Probidtico recuperado en el
laboratorio (cultivos)

y

Extracto crudo del probidtico
recuperado

N\

Prueba de sensibilidad a los

antibacterianos

Extracto crudo del
probidtico sin
procesar

Patdégenos de prueba

A 4

Efecto inhibitorio
(Halos de inhibicién)

'

Evaluacion

Fuente: Elaboracion propia

Cabe mencionar que fueron probados los métodos de pocillos en agar y el de
siembra por acumulos (96; 98;324), que también se recomiendan para este tipo de

ensayos, pero fueron descartados debido a que en el primero hubo poca difusion del
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extracto liquido crudo en el medio de cultivo de prueba y en el segundo se evidencio
poco o nulo desarrollo del acimulo de los probidticos en el medio de cultivo de
prueba debido posiblemente a interferencias por la presencia del patégeno en

crecimiento sembrado en mayor cantidad.

Prueba de sensibilidad a los antibi6ticos

Meétodo de los discos de sensibilidad (324; 325)

- Se colocd en una placa Petri esterilizada entre 15 a 20 ml., de agar Muller-Hinton
(MH) indicado para la prueba de sensibilidad a los antibi6ticos.

- Se dejo solidificar el agar

- Se procedio a realizar la correspondiente prueba de esterilidad.

- Se utilizé las placas que no mostraron contaminacion en el medio de cultivo.

A. Recuperacién de microorganismos probioticos (326)

Productos en placa con medio Agar M.R.S. (de Man, Rogosa and Sharpe)

Procedimiento

o Los productos probioticos liquidos obtenidos en el mercado fueron usados
directamente. Haciendo uso de un asa bacterioldgica se tomO 3 asadas del
producto probiotico y se sembro directamente en el medio agar M.R.S.

o Los productos solidos fueron reconstituidos en vehiculos liquidos adecuados con
solucion salina tamponada.

o Se incubb en la estufa entre 24 a 48 horas a 35°C
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o Se observé a las 24 horas para determinar si hubo crecimiento
o Se observo nuevamente a las 48 horas y se realiz6 la lectura para determinar si

hubo crecimiento répido o lento.

B. Estandarizacion de la obtencion de extractos crudos de productos probioticos

en tubo con caldo M.R.S. (326)

Procedimiento

o Se preparo alicuotas en tubos de ensayo con caldo M.R.S. con los productos
probidticos liquidos obtenidos en el mercado y con los productos probioticos
solidos (reconstituidos en vehiculos liquidos adecuados con solucion salina
tamponada).

o Haciendo uso de una pipeta se tom6é 2 ml. de yogurt y se colocé en tubos
conteniendo 8ml de caldo M.R.S.

o Se tapd el tubo con papel aluminio.

o Se colocé en una gradilla y se dejé incubando en la estufa a 35 °C

o Se dejo por una semana agitando cada tubo dos veces por dia por la mafiana y la
tarde.

o Transcurrido este tiempo se centrifugd a 5000 RPM por 30 minutos.

o Se usO una jeringa para obtener el sobrenadante sin someterlo a procesamiento
adicional. Esto constituyo el extracto crudo.

o Se esterilizd el sobrenadante por medio de filtracion a través de bujias

descartables que contenian membranas de filtracion.
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o Se colocd los sobrenadantes esterilizados en tubos con tapa rosca para la

realizacion de las pruebas de sensibilidad antibidtica.

Activacién de patdgenos
o Se activl las cepas patdgenas en placas con agar Muller-Hinton (MH) 18 horas
antes de la centrifugacion de los productos probiéticos cultivados en caldo M.R.S.

o Se obtuvo una placa de cultivo con agar MH que se incub6 por 18 a 24 horas.

Preparacion del indculo de la cepa patoégena
Se realizd el mismo dia que se obtuvo los extractos crudos de los productos

probidticos que fueron cultivados en caldo M.R.S. (de Man, Rogosa and Sharpe)

Meétodo directo de inoculacion a partir de colonias aisladas (325; 326)

o Se prepard la suspension del patdgeno preferentemente de una placa de cultivo
con agar Muller-Hinton (MH) e incubada por 18 horas, se selecciond las colonias
que fueron aisladas de los patdgenos de prueba.

o Con un asa de siembra se transfirio parte de una colonia o colonias completas a un
frasco conteniendo solucién salina y se prepard una suspension directa.

o Se ajustd la suspension (concentracion del cultivo de la cepa patogena) a la
dilucion 0,5 de la escala de Mc. Farland.

o Se diluy6 a ¥ de la concentracion de cada preparado del patogeno.
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Inoculacion del patégeno de prueba (preparacion de las placas con el patdgeno
(326).

o Dentro de los 15 minutos siguientes al ajuste de la turbidez del in6culo, se
sumergié un hisopo estéril en la suspension, se hizo rotar el hisopo varias veces
presionando firmemente sobre la pared interior del tubo por encima del nivel del
liquido para remover el exceso de inoculo.

o Se inoculo la superficie seca de la placa Petri conteniendo agar Miller-Hinton
(MH), estriando con el hisopo en dos direcciones de estriado perpendicular y
oblicua, ambas para asegurar una distribucion uniforme del inéculo.

o Antes de colocar los discos se dejo secar las placas a temperatura de incubacion
durante 5 minutos para que cualquier exceso de humedad superficial sea

absorbido.

Aplicacioén de los discos (325; 326)

o Se colocé sobre el medio de cultivo inoculado con el patégeno de prueba los
discos de prueba hechos a partir de pads que se utilizan para la
electrotransferencia de proteinas sobre los cuales se coloco previamente el
sobrenadante filtrado de cada uno de los productos probidticos.

o Se coloco los discos individuales sobre la superficie del agar con la ayuda de una
pinza esteril y la punta de una aguja presionando suavemente sobre cada disco

para asegurar un contacto completo con la superficie del agar.
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o Se distribuy6 los 5 discos uniformemente, de modo que estén a una distancia
minima de 25 mm. uno del otro.
o Se coloco en el centro de la placa un disco comercial conteniendo Gentamicina

como control positivo de inhibicidn del crecimiento del patdgeno en prueba.

= Incubacion (325; 326)

o Se incubo las placas por 24 horas en posicion invertida a 35°C dentro de los 15
minutos posteriores a la aplicacion de los discos.

o Transcurrido el tiempo recomendado se examind cada placa midiendo los
didmetros de los halos de inhibicion alrededor de cada disco, haciendo uso de una
regla milimetrada.

o Se registré los datos haciendo uso de tablas.

o La lectura de los halos de inhibicién se interpretd como sensible (S), intermedia
(1) o resistente (R) segun las categorias establecidas por el NCCLS Disk diffusion

supplemental tables (72; 327).

Procesamiento y Andlisis de Datos

Se realizé un disefio de dos factores con tratamiento de 11 patdgenos y bloque de 23
productos probidticos con tres repeticiones por cruce. Para la contrastacion de la hipétesis
se usO el analisis de varianza (ANOVA) al 5% de significacion. Para el analisis

estadistico de los datos se utilizo el disefio de bloque completamente randomizado.
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CAPITULO IV

RESULTADO Y DISCUSION

A través de los resultados obtenidos se pudo verificar la variabilidad del efecto
de los probioticos evaluados sobre los patdgenos comunes probados en la presente
investigacion. Dicha variabilidad comprende efectos que en la mayoria de los casos, se
ubicaron dentro del rango del espectro de sensibilidad bacteriana (sensibilidad
completa o sensibilidad intermedia), frente a los antibidticos convencionales
oficializados para su uso en la terapia antibacteriana infecciosa humana, mostrando
efectos bactericidas y bacteriostaticos, aunque también se evidencid resistencia de
algunas bacterias frente a un grupo menor de los probidticos evaluados en el presente

estudio.

Cabe mencionar que para la determinacion de los limites de los recuadros que
representaron resistencia, sensibilidad intermedia y completa sensibilidad, mostrados en
las Figuras 1 a 11 se ha tomado en cuenta los valores minimos y maximos establecidos
para las categorias mencionadas anteriormente en los patrones estandar por el National
Commitee forn Clinical Laboratory Standards (NCCLS) (328), del halo de inhibicion
para cada uno de los patdgenos evaluados en el presente estudio (Tablas 2 a 5).
Asimismo, las lineas en guién implican que los valores de sensibilidad pueden ser
proyectados en el caso del recuadro de sensibilidad completa (S) a valores mayores y en

el caso del recuadro de resistencia(R) a valores menores.

De acuerdo a lo anteriormente indicado, en la Figura 1 se observé los niveles de

inhibicion de los probidticos evaluados sobre el crecimiento de Escherichia coli de
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origen fecal (bacteria gram negativa, del grupo de las Enterobacteriaceae) (89), donde
el mayor efecto lo mostré el Yogurt Bio frutado La Molina -Cultivos Probidticos
(probidtico N°16, Figura 1), produciendo un halo de inhibicion de 17 mm. de
diametro, seguido por Lactéol®fort y Lactibiane® (probiodticos N° 21 y 22, Figura 1)
que produjeron, ambos, halos de inhibicion de 16 mm. de diametro. Adicionalmente,
la leche en tarro Gain Plus Advance y los productos Bacilor, Yogurt De Alonso,
Yogurt Metro Bebible, Yogurt Bebible Vigor Probiético, Yogurt Santa Natura,
Biolactol y Enterogermina® (probidticos N° 1, 4, 13, 14, 17, 19, 20 y 23, Figura 1),
produjeron halos de 15 mm. de didmetro. Cabe resaltar que los halos de inhibicion
mostrados anteriormente, fueron los mas cercanos al del antibiético usado como

control (Gentamicina).

De otra parte, teniendo en cuenta lo establecido como espectro convencional de
sensibilidad de las Enterobacteriaceae (327), (Tabla 2), donde estd incluida
Escherichia coli, los halos de inhibicion que se ubiquen en la categoria “sensible”,
deben ser mayores o iguales a 15 mm. de diametro. De acuerdo a esto, el control
(Gentamicina) produjo halos de inhibicion con didmetros de 21 mm., evidenciando

alta sensibilidad por parte de Escherichia coli a dicho antibiético.

De manera complementaria, si se hace una comparacion en conjunto del efecto de
los probidticos probados frente a Escherichia coli de origen fecal, respecto al efecto de
los antibioticos sugeridos para la terapia convencional de las infecciones causadas por
dicha bacteria (Figura 1 y Tabla 2), se puede notar que el efecto de un grupo
considerable de los probiéticos evaluados (11= 47.8%) comparten el espectro sensible
(recuadro S) e intermedio (recuadro I), dado que los didmetros de los halos de

inhibicién fueron iguales o superiores a 15 mm. de diametro (a pesar de presentar un
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efecto menor que el control Gentamicina), significando esto que sus efectos podrian

ser bactericidas o bacteriostaticos. Esta interpretacién estd basada en lo establecido

supplemental tables, segin Win et al. (327) y Quintana, (72), quienes sostuvieron que
los efectos de los antibioticos ubicados en el rango de la categoria “Sensible” (Tabla
2), se interpretan como bactericidas y aquellos efectos ubicados dentro del rango de la
categoria “Intermedio” deben ser entendidos como bacteriostaticos. Asi mismo, la
actividad de los antibidticos que se traduzca en halos de inhibicion que se enmarquen
en el rango de la categoria “Resistente”, debe ser interpretada como “de escaso efecto”

0 “sin efecto”.

Diametro del halo (mm)
5

]

12345 6|7 8|9|10/11]12[13]14]15/16 17]18/19]20]21]22[23]24
Diémetro halo | 15| 12|14 15|12/ 13 14|14 14| 14| 12 13|15 15|14 17| 15|14 |15 15 16| 16|15 21

& Probidticos evaluados Ml Control

Figura 1. Efecto de probiéticos sobre Escherichia coli de origen fecal.

LEYENDA: 1. Leche en Tarro Gain Plus Advance 2. Leche en Tarro Nan 3 Junior 3. GLUTAPAK® reuteri 4. Bacilor 5. Leche en Tarro
Nan Pro 2 6. Vacuna Gel Nb Probidtica 7. Yogurt Gloria Acti-Bio 8. Yogurt Yoleit 9. Yogurt Pura Vida Nutribio 10. Yogurt
Laive Sbelt 11. Yogurt Hoja Verde 12. Yogurt Gloria Prodefensis 13. El Yogurt De Alonso 14. Yogurt Metro Bebible 15. Yogurt
Wong Bebible 16. Yogurt Bio Frutado La Molina — Cultivos Probidticos 17. Yogurt Bebible Vigor Probidtico 18. Yogurt Natural Semi-

Descremado Light Bircher-Benner 19. Yogurt Santa Natura 20. Biolactol 21. Lactéol® Fort 22. Lactibiane® 23.
Enterogermina®  24. Control.
S: espectro convencional de sensibilidad a los antibidticos |: espectro convencional de sensibilidad intermedia a los antibidticos R:

espectro de resistencia a los antibidticos convencionales.

El otro grupo de probidticos (12 = 52,2%), produjo halos de inhibicion menores a 15
mm., compartiendo parte del rango de sensibilidad intermedia baja (recuadro I de la

Figura 1) y también del rango de resistencia (recuadro R), aunque los didmetros de
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los halos de este grupo tienden a ubicarse mas en el espectro de escaso o nulo efecto
(categoria “Resistente”), dado que dichos halos fueron en la mayoria de los casos
menores a 15 mm. de diametro y de acuerdo a lo establecido en la Tabla 2, los valores
de los halos de inhibicién con didmetros menores a 15 mm. ya son considerados como
valores que evidencian una resistencia manifiesta por parte de las bacterias probadas,

en este caso de las Enterobacteriaceae.

En los resultados anteriormente expuestos se encontr6 relacion en lo sefialado por
Navarro et al.(329), quienes sostuvieron que el patron de resistencia observado en el
antibiograma de un microorganismo es la suma del patron de resistencia natural
caracteristico de la especie mas el de las resistencias adquiridas y en el caso de las
enterobacterias los patrones de sensibilidad a diferentes compuestos antimicrobianos
pueden deberse a diferentes mecanismos de naturaleza enzimatica como de orden
molecular genético.

Tabla 2. Patrones estandar del halo de inhibicién para Enterobacteriaceae

Agente antimicrobiano Contenido del Didmetro de la zona de inhibicién en
disco mm.
Resistente Intermedio Sensible
<6= =6=

Ampicilina (Enterobacteriaceae) 10 pg 13 14-16 17
Amoxicilina / Acido clavuldmico 20/10 pug 13 14-17 18
(Enterobacteriaceae )
Cefalotina/cefazolina 30 ug 14 15-17 18
Cefotaxima 30 pg 14 15-22 23
Cefitriaxona 30 pg 13 14-20 21
Ceftazidima 30 ug 14 15-17 18
Gentamicina 10 pg 12 13-14 15
Amicacina 30 pg 14 15-16 17
Acido Nalidixico 30 ug 13 14-18 19
Ciprofloxacina 5 pg 15 16-20 21
Ofloxacina 5 pg 12 13-15 16
Norfloxacina 10 pug 12 13-16 17
Trimetoprima - Sulfametoxazol 1.25/23.75 png 10 11-15 16
Nitrofurantoina 300 pg 14 15-16 17

Fuente: Adaptado de NCCLS (328); Garcia (330).
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En este sentido y mas especificamente en relacion al efecto de los microorganismos

probidticos que contienen los productos que han sido enfrentados a las

Enterobacteriaceae, puede afirmarse que la mayoria fueron cominmente bacterias
de los géneros Lactobacillus y Bifidobacterium e independientemente de la especie
que esté en preponderancia. Producen en términos generales, fundamentalmente
acido lactico, disminuyendo el pH del medio. Asi mismo, incremento de la actividad
de la lactasa, efecto competitivo con bacterias enteropatdgenas, al inhibir su
crecimiento, debido a la produccién de proteinas de actividad antibiotica conocidas
como bacteriocinas (lactocinas, nicinas) (331), lo que se refuerza con los estudios
realizado por Beserra et. al. (332) en postres con L. acidophilus, quienes encontraron
que los productos probioticos redujeron los patégenos y por Abdulla et. al. (333)
quienes demostraron que Lactobacillus acidophilus produjo una sustancia inhibidora
de tipo bacteriocina con un amplio espectro de actividad antimicrobiana lo que
sugiere su valor protector frente a patdgenos entéricos.

De acuerdo a lo anteriormente mencionado, cabe sefialar que una determinacién
méas concluyente de efectos bactericidas, bacteriostaticos o de generacion de
resistencia de cada uno de los probioticos evaluados en la presente investigacion o de
otro lado para conocer la naturaleza intrinseca de su sensibilidad o resistencia,
implicaria la realizacion de investigaciones adicionales direccionadas a esclarecer
dichos efectos con mayor detalle y precision, incluso a nivel de sus mecanismos
moleculares propios.

Seguidamente, en relacion con el efecto probidtico sobre Enterococcus sp.
(microorganismo gram positivo, del grupo de los estreptococos), en la Figura 2 se

observé los niveles de inhibicién sobre el crecimiento de dicha bacteria, en este caso
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se obtuvo un mayor efecto por parte de Biolactol, Lactéol®fort y Yogurt Laive Sbelt

(probidticos N° 20, 21 y 10 de la Figura 2, respectivamente), con halos de 22 mm. de

didmetro, seguido por Glutapak® reuteri, Vacuna Gel NB Probiética, Yogurt Yoleit,
Yogurt Metro Bebible, Yogurt Wong Bebible, Yogurt Bio Frutado La Molina
Cultivos Probidticos y Yogurt Santa Natura (probioticos N° 3, 6, 8, 14, 15, 16 y 19
de la Figura 2, respectivamente), que produjeron halos de 21mm.; seguido por
Lactibiane® (probiético N° 22 de la Figura 2), con un halo de 20 mm; Yogurt Gloria
prodefensis, el Yogurt de Alonso y Enterogermina® (probidticos N° 12, 13 y 23 de
la Figura 2), con halos de 16 mm.; y el Yogurt bebible Vigor Probiotico (probiotico
N° 17 de la Figura 2), mostro un halo de 15 mm. Los halos sefialados anteriormente
fueron los més cercanos al valor de 22 mm. de didmetro de los halos del antibiotico
control. Cabe resaltar que los productos con probidticos Yogurt Laive Sbelt,
Biolactol y Lactéol®fort (probioticos N° 10, 20 y 21 de la Figura 2), presentaron una

respuesta similar al control (Gentamicina).

25

Didmetrodel halo (mm)
]

123 456 7 8| 9 101112 13]14|15 16/17|18 19| 20|21 22 23 24
Didmetro halo | 17| 15| 21| 20| 16|21 19|21 1922 14 16|16|21|21|21|15|14| 21 22 22 20 16 22

Figura 2. Efecto de probidticos sobre Enterococcus sp.

LEYENDA: 1. Leche en Tarro Gain Plus Advance 2. Leche en Tarro Nan 3 Junior 3. GLUTAPAK® reuteri 4. Bacilor 5. Leche en Tarro
Nan Pro 2 6. Vacuna Gel Nb Probidtica 7. Yogurt Gloria Acti-Bio 8. Yogurt Yoleit 9. Yogurt Pura Vida Nutribio 10. Yogurt
Laive Sbelt 11. Yogurt Hoja Verde 12. Yogurt Gloria Prodefensis 13. El Yogurt De Alonso 14. Yogurt Metro Bebible 15. Yogurt
Wong Bebible 16. Yogurt Bio Frutado La Molina — Cultivos Probidticos 17. Yogurt Bebible Vigor Probidtico 18. Yogurt Natural Semi-

Descremado Light Bircher-Benner 19. Yogurt Santa Natura 20. Biolactol 21. Lactéol® Fort 22. Lactibiane® 23.
Enterogermina®  24. Control.
S: espectro convencional de sensibilidad a los antibidticos |: espectro convencional de sensibilidad intermedia a los antibiéticos R:

espectro de resistencia a los antibidticos convencionales.
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Haciendo una comparacion en conjunto con los espectros de sensibilidad
convencional, establecidos como estandares frente a Enterococcus sp. (Tabla 3), se

verificO que una mayoria bastante significativa de 19 probidticos (82,6%)
produjeron un efecto entre bactericida (recuadro S) y bacteriostéatico (recuadro 1),

claramente definido.

Adicionalmente, 4 probidticos (4=17,4%), a pesar que compartieron el rango de la
categoria “Resistente” (Figura 2) con didmetros de halo entre 14 y 15 mm., puede
asumirse que sus efectos fueron més bacteriostaticos que poco efectivos o nulos
sobre la cepa evaluada de Enterococcus sp. Este resultado estaria evidenciando que
la cepa del Enterococcus sp. probado es considerablemente sensible frente a los
probidticos ensayados, incluso mas que las enterobacterias sometidas al estudio.

Tabla 3. Patrones estandar del halo de inhibicion para Enterococcus sp.

Antimicrobiano  —Ja del Diémetro del halo de inhiblcién
(Hg) Resistente Intermedia Sensible
Penicilina © 10U <14 - =15
Ampicilina ® 10 <16 - =17
Vancomicina © 30 =14 15-16 =17
Teicoplanina 30 =10 11-13 =14
Eritromicina 15 <13 14-22 =23
Gentamicina 120 6 7-9° =10
Estreptomicina ® 300 G 7-9°% =10
Ciprofloxacino 5 =15 16-20 =21
Norfloxacino 10 =12 13-16 =17
Nitrofurantoina 300 <14 15-16 =17
Tetraciclina 30 =14 15-18 =19
Fosfomicina 200 =12 13-15 =16

Fuente: Adaptado de NCCLS (328); Garcia (330).

En el caso de otro microorganismo de la familia Enterobacteriaceae, gram negativo,
como es Edwarsiella sp., los niveles de inhibicion sobre el crecimiento de esta bacteria
intestinal, mostrados en la Figura 3, indicaron que el control mostré efectos altamente

bactericidas ( diametros de inhibicion de 24 mm. de didmetro). Aun asi de
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los probidticos probados, 4 de ellos, la Vacuna Gel NB Probiotica, Yogurt Gloria
Acti-Bio, Lactéol®fort y Lactibiane® (probidticos N° 6, 7, 21 y 22 de la Figura 3,

respectivamente), produjeron efectos méas bactericidas que bacteriostaticos.

Es necesario destacar que 11 de los probidticos evaluados (47,8%), mostraron
efectos que fueron potencialmente bactericidas o bacteriostaticos claramente
definidos; los otros 12 probi6ticos (52,2%), produjeron halos de inhibicién que pueden

ser ubicados entre los que causan efectos de mas resistencia que de sensibilidad.

Diametrodel halo (mm)

1 2/3/4/5/6/7 89 1011/12 13/14 15 16|17 18 19 20|21 22|23 24
Didmetro halo | 14|14 13|15/12 19|19 |15 13|13 15 /12 14|15 17 16 14 14 13|13 22 22|15 24

#Probidticos evaluados ll Control

Figura 3. Efecto de probi6ticos sobre Edwarsiella sp.

LEYENDA: 1. Leche en Tarro Gain Plus Advance 2. Leche en Tarro Nan 3 Junior 3. GLUTAPAK® reuteri 4. Bacilor 5. Leche en
Tarro Nan Pro 2 6. Vacuna Gel Nb Probidtica 7. Yogurt Gloria Acti-Bio 8. Yogurt Yoleit 9. Yogurt Pura Vida Nutribio
10. Yogurt Laive Sbelt 11. Yogurt Hoja Verde 12. Yogurt Gloria Prodefensis 13. El Yogurt De Alonso  14. Yogurt Metro
Bebible 15.Yogurt Wong Bebible 16. Yogurt Bio Frutado La Molina — Cultivos Probidticos 17. Yogurt Bebible Vigor Probidtico
18. Yogurt Natural Semi-Descremado Light Bircher-Benner 19. Yogurt Santa Natura  20. Biolactol 21. Lactéol® Fort
22. Lactibiane®  23. Enterogermina®  24. Control.

S: espectro convencional de sensibilidad a los antibidticos |: espectro convencional de sensibilidad intermedia a los antibidticos R:
espectro de resistencia a los antibidticos convencionales

Cabe resaltar que Edwarsiella sp. produjo una respuesta bastante similar a Escherichia
coli fecal (de sensibilidad intermedia), por lo que también este comportamiento podria
ser explicado de acuerdo a los términos definidos por Tormo (331), sobre todo en
relacion a la disminucion del pH y la produccion de bacteriocinas y reforzado con el
estudio realizado por EI-Kholy et. al.(334) que encontraron la capacidad de las bacterias
probidticas para inhibir in vitro el crecimiento de E. coli.
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Aun asi, se reitera la necesidad de estudios méas especificos para esclarecer los efectos

probiéticos sobre los patégenos evaluados.

El siguiente analisis mostrd los niveles de inhibicion sobre el crecimiento de
Klebsiella sp. por los probiédticos evaluados (Figura 4), donde se observé que el
grupo de probidticos Vacuna Gel NB Probiotica, Yogurt Gloria Acti-Bio, Yogurt
Yoleit, Yogurt Pura Vida Nutribio, Yogurt Laive Shelt, Yogurt Metro Bebible, Yogurt
Wong Bebible, Yogurt Bebible Vigor Probidtico, Yogurt Natural Semi-Descremado
Light Bircher -Benner, Yogurt Santa Natura y Lactéol®fort, (probiodticos N° 6, 7, 8, 9,
10, 14, 15, 18, 19 y 21 de la Figura 4, respectivamente), presentaron una respuesta
mayor al control (Gentamicina), con diametros de sus halos de inhibicion
comprendidos entre 17 y 20 mm., el control produjo halos de 16 mm. de diametro. En
este caso el control produjo un efecto bactericida no muy considerable dado que sus
halos de inhibicion se acercan mas al limite inferior del efecto bactericida (categoria
Sensible), establecido para los antibidticos convencionales aprobados para el
tratamiento de infecciones causadas por las Enterobacteriaceae y dentro de ellas el

caso de Klebsiella sp.

Es necesario mencionar que 4 de los probioticos probados (17,4%), mostraron
efectos que comparten los espectros bacteriostatico y resistente, con una notoria
tendencia a la resistencia y un quinto producto, la Enterogermina® (probiético N° 23
de la Figura 4) no produjo efecto inhibidor sobre Klebsiella sp, mostrandose esta

bacteria como resistente al efecto de dicho producto.
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El resultado anterior permite afirmar que Klebsiella sp. mostré una sensibilidad
considerable frente a los probidticos probados. En el mismo sentido, puede sefialarse
que los fundamentos tedricos de la variabilidad de sensibilidad de las
Enterobacteriaceae que se mostraron igualmente en los casos anteriores, a la fecha
aun no han sido dilucidados con mayor precision, requiriéndose estudios mas

detallados que aclaren la naturaleza de estos hallazgos.
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Figura 4. Efecto de probidticos sobre Klebsiella sp.

LEYENDA: 1. Leche en Tarro Gain Plus Advance 2. Leche en Tarro Nan 3 Junior 3. GLUTAPAK® reuteri 4. Bacilor 5. Leche en Tarro
Nan Pro 2 6. Vacuna Gel Nb Probidtica 7. Yogurt Gloria Acti-Bio 8. Yogurt Yoleit 9. Yogurt Pura Vida Nutribio 10. Yogurt
Laive Sbelt 11. Yogurt Hoja Verde 12. Yogurt Gloria Prodefensis 13. El Yogurt De Alonso 14. Yogurt Metro Bebible 15. Yogurt
Wong Bebible 16. Yogurt Bio Frutado La Molina — Cultivos Probidticos 17. Yogurt Bebible Vigor Probidtico 18. Yogurt Natural Semi-

Descremado Light Bircher-Benner 19. Yogurt Santa Natura 20. Biolactol 21. Lactéol® Fort 22. Lactibiane® 23.
Enterogermina®  24. Control.
S: espectro convencional de sensibilidad a los antibidticos I: espectro convencional de sensibilidad intermedia a los antibidticos R:

espectro de resistencia a los antibidticos convencionales.

A continuacion, en la Figura 5, se analizaron los niveles de inhibicion del crecimiento
de Pseudomonas sp. (bacteria gram negativa, pero no pertenece a la familia de las
Enterobacteriaceae), donde se observd que casi la mitad de los productos probidticos
evaluados (10=43,47%), indujeron respuestas compartidas entre sensibilidad completa y
sensibilidad intermedia con potenciales efectos bactericidas y bacteriostaticos, de los
cuales 5 probioticos (21,7%), produjeron efectos bactericidas notorios. Coincidiendo con
la investigacion realizada por El-Kholy et al. (334), donde encontr6 que las bacterias

probidticas tienen la capacidad de prevenir el crecimiento de S.aureusin vitroy en
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yogurt. Los demas probidticos (13=56,53%), indujeron respuestas de sensibilidad

intermedia débil y de resistencia.

N R 0 O O S AT [

o

Diametro del halo (mm)

0

12 345 6 7|8 9 1011|12/1314 15 16/17|18/19|20|21 22|23 24
Didmetro halo | 231817 20| 18| 15|19 19|17 1919|1918 21| 24| 23| 18 22| 26|22 27 22|14 11

& Probidticos evaluados @ Control

Figura 5. Efecto de probidticos sobre Pseudomonas sp.

LEYENDA: 1. Leche en Tarro Gain Plus Advance 2. Leche en Tarro Nan 3 Junior 3. GLUTAPAK® reuteri 4. Bacilor 5. Leche en Tarro
Nan Pro 2 6. Vacuna Gel Nb Probidtica 7. Yogurt Gloria Acti-Bio 8. Yogurt Yoleit 9. Yogurt Pura Vida Nutribio 10. Yogurt
Laive Sbelt 11. Yogurt Hoja Verde 12. Yogurt Gloria Prodefensis 13. El Yogurt De Alonso 14. Yogurt Metro Bebible 15. Yogurt
Wong Bebible 16. Yogurt Bio Frutado La Molina — Cultivos Probidticos 17. Yogurt Bebible Vigor Probidtico 18. Yogurt Natural Semi-
Descremado Light Bircher-Benner 19. Yogurt Santa Natura 20. Biolactol 21. Lactéol® Fort 22. Lactibiane® 23.
Enterogermina®  24. Control.

S: espectro convencional de sensibilidad a los antibidticos I: espectro convencional de sensibilidad intermedia a los antibidticos R:
espectro de resistencia a los antibidticos convencionales

Adicionalmente, es necesario mencionar que el probiotico Enterogermina® (probidtico
N° 23 de la Figura 5), mostrd un efecto tendiente a la resistencia comparando estos
resultados con la referencia convencional mostrada en la Tabla 4.

También cabe resaltar que el control Gentamicina, no produjo el efecto deseado, dado
que de acuerdo a lo establecido en la Tabla 4, deberia mostrar un efecto bactericida
produciendo halos de inhibicion iguales 0 mayores a 15 mm. de didmetro y en esta
prueba los halos producidos por el control (11 mm. de didametro), se ubicaron mas bien
en el espectro de resistencia por parte de la Pseudomona sp. evaluada.

De acuerdo a los resultados obtenidos, si bien es cierto que la Pseudomonas sp,

evaluada mostré un comportamiento de resistencia frente a la Gentamicina usada como
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control, contrariamente resultdé ser sensible al efecto de la mitad de los probidticos

probados, sobre todo altamente sensible a Yogurt Wong Bebible, Yogurt Santa Natura y

Lactéol® fort (Probidticos N° 15, 19 y 21 de la Figura 5, respectivamente).

Tabla 4. Patrones estandar del halo de inhibicion para Pseudomonas aeruginosa.

Antimicrobiano Carga del Diametro del halo de inhibicién (mm)

disco (1) "pogistente Intermedia  Sensible

Ampicilina =~ 10 <13 14-16 =17
Cefalotina =" 30 =14 15-17 =18
Cefazolina ™" 30 <14 15-17 =18
Gentamicina 10 <12 13-14 =15
Amoxicilina/acido clavuldnico 20010 <13 14-17 =18
Ampicilina/sulbactam 10010 =11 12-14 =15
Piperacilinaftazobactam 100/10 =17 18-20 =21
Ticarcilinafacido clavulanico 7510 <14 15-19 =20
Mezlocilina 75 =17 18-20 =21
Ticarcilina e <14 15-19 =20
Piperacilina 100 =17 18-20 =21
Cefamandol 30 =14 15-17 =18
Cefonicid 30 =14 15-17 =18
Cefuroxima (oral) 30 =14 15-22 =23
Cefpodoxima 10 =17 18-20 =21
Cefixima 5 <15 16-18 =19
Cefoxitina 30 <14 15-17 =18
Cefotetan 30 =12 13-15 =16
Cefmetazol 30 <12 13-15 =16
Cefoperazona® 75 <15 16-20 =21
Cefotaxima™" 30 =14 15-22 =23
Ceftizoxima® 30 <14 15-19 =20
Ceftriaxona™ @ 30 =13 14-20 =21
Cefepima 30 =14 15-17 =18
Imipenem 10 =13 14-15 =16
Meropenem 10 =13 14-15 =16
Amikacina 30 =14 15-16 =17
Ciprofloxacino ™ * 5 <15 16-20 =21
Levofloxacino 5 =13 14-16 =17
Trimetoprim/sulfametoxazol = ° 1,25/23,75 =10 11-15 =16
Ceftazidima® 30 <14 15-17 =18
Aztreonam® 30 <15 16-21 =22
Kanamicina 30 <13 14-17 =18
Netilmicina 30 <12 13-14 =15
Tobramicina 10 <12 13-14 =15
Tetraciclina © 30 <14 15-18 =19
Cloranfenicol® 30 <12 1317 =18
Carbenicilina 100 =19 20-22 =23
Cinoxacino 100 <14 15-18 =19
Lomefloxacino 10 <18 19-21 =22
Norfloxacino 10 <12 13-16 =17
Ofloxacino 5 =12 13-15 =16
Loracarbef 30 <14 15-17 =18
Nitrofurantoina 300 =14 15-16 =17
Sulfisoxazol 250 0 300 <12 13-16 =17
Trimetoprim 5 <10 11-15 =16
Fosfomicina 200 <12 13-15 =16

Fuente: Adaptado de NCCLS (328); Garcia (330).
Esta evidencia encontrada sobre la resistencia de Pseudomonas sp. resultd

coincidente con el hecho de la alta multirresistencia tipica que mostro la mayoria de
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estas bacterias causantes de diversidad de infecciones humanas dificiles de tratar de
acuerdo a lo sostenido por Restrepo et al. (335), frente a lo cual un grupo considerable
de antibioticos, incluida la Gentamicina, usada como control en esta prueba, resulto

poco eficaz.

Continuando con el analisis de los efectos probi6ticos, en la Figura 6, se analizé los
niveles de inhibiciébn sobre el crecimiento de Proteus vulgaris (otra de las
Enterobacteriaceae infecciosas mas comunes), donde el efecto inhibidor del control
Gentamicina fue claramente bactericida, produciendo halos de inhibicion de 24 mm.,

de diametro.
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Figura 6. Efecto de probidticos sobre Proteus vulgaris

LEYENDA: 1. Leche en Tarro Gain Plus Advance 2. Leche en Tarro Nan 3 Junior 3. GLUTAPAK® reuteri 4. Bacilor 5. Leche en
Tarro Nan Pro 2 6. Vacuna Gel Nb Probidtica 7. Yogurt Gloria Acti-Bio 8. Yogurt Yoleit 9. Yogurt Pura Vida Nutribio
10. Yogurt Laive Sbelt 11. Yogurt Hoja Verde 12. Yogurt Gloria Prodefensis 13. El Yogurt De Alonso  14. Yogurt Metro
Bebible 15.Yogurt Wong Bebible 16. Yogurt Bio Frutado La Molina — Cultivos Probidticos 17. Yogurt Bebible Vigor Probidtico
18. Yogurt Natural Semi-Descremado Light Bircher-Benner 19. Yogurt Santa Natura ~ 20. Biolactol 21. Lactéol® Fort
22. Lactibiane®  23. Enterogermina®  24. Control.

S: espectro convencional de sensibilidad a los antibidticos |: espectro convencional de sensibilidad intermedia a los antibidticos
R: espectro de resistencia a los antibidticos convencionales

Cabe resaltar que a pesar que los halos de inhibicion mostrados por todos los
probidticos probados (entre 16 y 23 mm. de didmetro), resultaron ser menores a los

producidos por el control  (Gentamicina) al hacer una comparacion mas global
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respecto al efecto de los otros antibidticos convencionales, sugeridos como
antibacterianos efectivos frente a las Enterobacteriaceae (Tabla 2), pudo observarse
que todos los probidticos (100%), produjeron un efecto mas bactericida que
bacteriostatico sobre la cepa de Proteus vulgaris evaluada en esta investigacion, dado
que sus halos inhibitorios se ubicaron mayormente en el espectro de la categoria

sensible convencional.

A continuacidn, en la Figura 7 se encontré que en los niveles de inhibicion sobre el
crecimiento de Shigella sp., se pudo evidenciar que ningin producto probiotico presento
un efecto (didmetro del halo de inhibicion), mayor al del control (Gentamicina)

utilizado en la presente investigacion.

Se resalta que dicho control produjo un efecto fuertemente bactericida sobre la
Shigella sp. evaluada, implicando que dicha bacteria es muy sensible frente al control
utilizado. A pesar de ello, al comparar la actividad inhibitoria de los probioticos
probados sobre Shigella sp. con el espectro de sensibilidad convencional mostrado en
la Tabla 2 y Figura 7, se pudo notar que el efecto que produjeron los probidticos
evaluados se encontré mas en el espectro de sensibilidad intermedia. En este sentido,
10 de los probidticos evaluados (43,5%), indujeron en los patdgenos respuestas de
sensibilidad intermedia y 13 probiéticos (56,5%), indujeron respuestas de sensibilidad
intermedia baja o de resistencia con halos de inhibicion cuyos didmetros oscilaron
entre 15 mm. o menos, de los cuales 5 probi6ticos (21,7%), ejercieron un efecto
bacteriostatico débil, al mostrar halos de inhibicion entre 13 y 14 mm. de didmetro y 2
probidticos (9,7%), produjeron un efecto poco significativo, equivalente a una respuesta

de resistencia por parte de los patogenos.
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Con los resultados obtenidos respecto a la respuesta de Shigella sp., dicho patdgeno
resultd ser medianamente sensible a los probidticos probados sobre todo a Yogurt
Gloria Acti-Bio, asi como a Yogurt natural semi-descremado Light Bircher, Yogurt
Santa Natura y Lactéol® fort (probidticos N° 7, 18, 19 y 21, de la Figura 7,
respectivamente), mostrandose resistente frente a Leche en tarro Nan Pro 2 y a

Enterogermina® (probidticos N° 5y 23 de la Figura 7, respectivamente).
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Figura 7. Efecto de probidticos sobre Shigella sp.

LEYENDA: 1. Leche en Tarro Gain Plus Advance 2. Leche en Tarro Nan 3 Junior 3. GLUTAPAK® reuteri 4. Bacilor 5. Leche en
Tarro Nan Pro 2 6. Vacuna Gel Nb Probidtica 7. Yogurt Gloria Acti-Bio 8. Yogurt Yoleit 9. Yogurt Pura Vida Nutribio
10. Yogurt Laive Sbelt 11. Yogurt Hoja Verde 12. Yogurt Gloria Prodefensis 13. El Yogurt De Alonso  14. Yogurt Metro
Bebible 15.Yogurt Wong Bebible 16. Yogurt Bio Frutado La Molina — Cultivos Probidticos 17. Yogurt Bebible Vigor Probidtico
18. Yogurt Natural Semi-Descremado Light Bircher-Benner 19. Yogurt Santa Natura  20. Biolactol 21. Lactéol® Fort
22. Lactibiane®  23. Enterogermina®  24. Control.

S: espectro convencional de sensibilidad a los antibidticos |: espectro convencional de sensibilidad intermedia a los antibidticos R:
espectro de resistencia a los antibidticos convencionales

A continuacion, en la Figura 8, se mostrd los niveles de inhibicién sobre el
crecimiento de Staphylococcus aureus donde puede resaltarse que un grupo de
productos probioticos presentd un efecto mayor que el del control  (produjo halos de
16 mm. de diametro), como la Vacuna Gel NB Probiética, Yogurt Pura Vida Nutribio,
Lactéol® fort (probidticos N° 6, 9 y 21 de la Figura 8, respectivamente), que
produjeron halos de 17 mm. Asi mismo, Yogurt Laive Sbelt, Yogurt Metro Bebible, y
Lactibiane® (probidticos N° 10, 14 y 22 de la Figura 8, respectivamente) produjeron

halos de 18 mm., Yogurt Yoleit (probiético N° 8 de la Figura 8) produjo un halo de
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19 mm., y Yogurt Gloria Acti-Bio (probidtico N° 7 de la Figura 8) produjo un halo de

20 mm.
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Figura 8. Efecto de probidticos sobre Staphylococcus aureus

LEYENDA: 1. Leche en Tarro Gain Plus Advance 2. Leche en Tarro Nan 3 Junior 3. GLUTAPAK® reuteri 4. Bacilor 5. Leche en Tarro
Nan Pro 2 6. Vacuna Gel Nb Probidtica 7. Yogurt Gloria Acti-Bio 8. Yogurt Yoleit 9. Yogurt Pura Vida Nutribio 10. Yogurt
Laive Sbelt 11. Yogurt Hoja Verde 12. Yogurt Gloria Prodefensis 13. El Yogurt De Alonso 14. Yogurt Metro Bebible 15. Yogurt
Wong Bebible 16. Yogurt Bio Frutado La Molina — Cultivos Probidticos 17. Yogurt Bebible Vigor Probidtico 18. Yogurt Natural Semi-

Descremado Light Bircher-Benner 19. Yogurt Santa Natura 20. Biolactol 21. Lactéol® Fort 22. Lactibiane® 23.
Enterogermina®  24. Control.
S: espectro convencional de sensibilidad a los antibidticos |: espectro convencional de sensibilidad intermedia a los antibidticos R:

espectro de resistencia a los antibidticos convencionales.

De los efectos mostrados anteriormente, cabe resaltar que 12 de ellos (52,2%),
produjeron halos de inhibicion (entre 16 y 20 mm. de diametro), que se ubicaron en los
espectros de la categoria de sensibilidad completa y de sensibilidad intermedia, con
efectos potencialmente bactericidas o bacteriostaticos, de ellos puede evidenciarse que 8
(34,7%), mostraron un efecto incluso mayor que el control, claramente bactericida. De
otro lado, 11 probidticos mostraron efectos intermedios débiles e incluso de mayor
resistencia. Este resultado demostrd una sensibilidad considerable por parte de la cepa de
Staphylococcus aureus sometida al efecto de los probidticos comerciales evaluados a
través del presente estudio. En Staphylococcus aureus, tuvo mayor efecto el Yogurt
Gloria Acti-Bio seguido del Yogurt Yoleit, lo que podria deberse a lo reportado por Hor

y Liong (336) que los metabolitos antimicrobianos producidos por las bacterias acido
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lacticas, como el acido lactico, acido acético, peroxido de hidrégeno y diacetilo y las

bifidobacterias inhiben el crecimiento de S. aureus.

Tabla 5. Patrones estandar del halo de inhibicidn para Staphylococcus aureus.

Antimicrobiano ;:.ﬂrga del pismetro del halo de inhibicién (mm)
isco (ug) Resistente Intermedia Sensible
Oxacilina ° (S. aureus) 1 =10 11-12 =13
Vancomicina® 30 - - =15
Teicoplanina 30 =11 11-13 =14
Eritromicina” 15 =13 14-22 =23
Claritromicina® 15 =13 14-17 =18
Azitromicina® 15 =13 1417 =18
Clindamicina® 2 =14 15-20 =21
Trimetoprim / sulfametoxazol 1,25/23,75 =10 11-15 =16
Gentamicina 10 =12 13-14 =15
Ciprofloxacino 5 =15 16-20 =21
Ofloxacino 5 =12 13-15 =16
L evofloxacino 5 <13 14-16 =17
Cloranfenicol® 30 <12 1317 =18
Tetraciclina ¢ 30 <14 1518 =19
Morfloxacino 10 =12 13-16 =17
Mitrofurantoina 300 =14 15-16 =17
Sulfisoxazol 250 o 300 =12 1316 =17
Trimetoprim 5 =10 11-15 =16

Fuente: Adaptado de NCCLS (328); Garcia (330).

De otra parte, los niveles de inhibicion sobre el crecimiento de Salmonella
paratyphi A por los probidticos evaluados se presentaron en la Figura 9, donde se
observo que el producto probidtico Lactéol® fort (probidtico N° 21 de la Figura 9),
tuvo un mayor efecto que el control Gentamicina al producir un halo de inhibicion de
25 mm. de diametro, mientras que el control mostré un halo de 24 mm. Otros
productos tuvieron una respuesta cercana al control como el Yogurt Yoleit (probidtico
N° 8 de la Figura 9) con un halo de 22 mm., Yogurt Laive Shelt y Yogurt Bio frutado
La Molina-Cultivos Probioticos (probidticos N° 10 y 16 de la figura 9,
respectivamente), con halos de 21 mm., Yogurt Santa Natura y Lactibiane®

(probiodticos N° 19 y 22 de la figura 9, respectivamente), con halos de 20 mm;
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mientras que los otros productos como Leche en Tarro Gain Plus Advance, Yogurt
Gloria Prodefensis y el Yogurt de Alonso (probiodticos N° 1, 12 y 13 de la figura 9,
respectivamente), produjeron halos de 19 mm., y de manera similar Yogurt Pura Vida
Nutribio, Yogurt Metro Bebible y Yogurt Wong Bebible (probiéticos N° 9, 14 y 15
de la figura 9, respectivamente), mostraron halos de 18 mm. De otra parte, Leche en
Tarro Nan 3 Junior, Bacilor, Yogurt Gloria Acti-Bio, Yogurt natural semi-descremado
Light Bircher — Benner y Biolactol (probiéticos N° 2, 4, 7, 18 y 20 de la figura 9,
respectivamente), produjeron halos de 17 mm. y Enterogermina® (probidtico N° 23

de la figura 9), mostré un halo de 16 mm.
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Figura 9. Efecto de probioticos sobre Salmonella paratyphi A

LEYENDA: 1. Leche en Tarro Gain Plus Advance 2. Leche en Tarro Nan 3 Junior 3. GLUTAPAK® reuteri 4. Bacilor 5. Leche en Tarro
Nan Pro 2 6. Vacuna Gel Nb Probidtica 7. Yogurt Gloria Acti-Bio 8. Yogurt Yoleit 9. Yogurt Pura Vida Nutribio 10. Yogurt
Laive Sbelt 11. Yogurt Hoja Verde 12.Yogurt Gloria Prodefensis 13. El Yogurt De Alonso 14. Yogurt Metro Bebible 15. Yogurt
Wong Bebible 16. Yogurt Bio Frutado La Molina — Cultivos Probidticos 17. Yogurt Bebible Vigor Probidtico 18. Yogurt Natural Semi-

Descremado Light Bircher-Benner 19. Yogurt Santa Natura 20. Biolactol 21. Lactéol® Fort 22. Lactibiane® 23.
Enterogermina®  24. Control.
S: espectro convencional de sensibilidad a los antibidticos |: espectro convencional de sensibilidad intermedia a los antibiéticos R:

espectro de resistencia a los antibiéticos convencionales.

Resumiendo el efecto sobre Salmonella paratyphi A, los probidticos evaluados en
una alta proporcion (20 = 86,9%), produjeron efectos bactericidas o bacteriostaticos
significativos, salvo 3 de ellos (13,1%), cuyos efectos fueron mas bien débilmente
bacteriostaticos con tendencia a recibir una respuesta de resistencia por parte de la

bacteria sometida al efecto antimicrobiano.
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En la Figura 10 se presentd los efectos inhibitorios sobre el crecimiento de
Salmonella paratyphi B (igualmente integrante de la familia Enterobacteriaceae),
donde el control Gentamicina mostro un halo de 21 mm. de diametro, con un efecto
de sensibilidad completa, seguido del producto Lactibiane® (probidtico N° 22 de la
Figura 10), que produjo el mayor efecto con un halo de 18 mm. Luego Yogurt Gloria
Acti-Bio y Lactéol® fort (probidticos N° 7 y 21 de la Figura 10, respectivamente), que
mostraron halos de 17 mm. Adicionalmente, los probioticos Leche en Tarro Gain Plus
Advance, Bacilor, Yogurt Yoleit, Yogurt Laive Sbelt y Yogurt Bio frutado La
Molina-Cultivos Probidticos (probidticos N° 1, 4, 8, 10 y 16 de la Figura 10,

respectivamente), produjeron halos de 16 mm.
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Figura 10. Efecto de probiéticos sobre Salmonella paratyphi B
LEYENDA: 1. Leche en Tarro Gain Plus Advance 2. Leche en Tarro Nan 3 Junior 3. GLUTAPAK® reuteri 4. Bacilor 5. Leche en Tarro
Nan Pro 2 6. Vacuna Gel Nb Probidtica 7. Yogurt Gloria Acti-Bio 8. Yogurt Yoleit 9. Yogurt Pura Vida Nutribio 10. Yogurt
Laive Sbelt 11. Yogurt Hoja Verde 12. Yogurt Gloria Prodefensis 13. El Yogurt De Alonso 14. Yogurt Metro Bebible 15. Yogurt
Wong Bebible 16. Yogurt Bio Frutado La Molina — Cultivos Probidticos 17. Yogurt Bebible Vigor Probidtico 18. Yogurt Natural Semi-
Descremado Light Bircher-Benner 19. Yogurt Santa Natura 20. Biolactol 21. Lactéol® Fort 22. Lactibiane® 23.
Enterogermina®  24. Control.

S: espectro convencional de sensibilidad a los antibidticos |: espectro convencional de sensibilidad intermedia a los antibidticos R:
espectro de resistencia a los antibiéticos convencionales.

Respecto a la respuesta de Salmonella paratyphi B, una comparacion mas general
permitié afirmar que 13 de los probioticos evaluados (56,5%), produjeron efectos
potencialmente bactericidas o bacteriostaticos con halos de diametros iguales a 15 mm.
0 mayores a este limite inferior de sensibilidad alta por parte de las Enterobacteriaceae.

Los demas probidticos (10=43,5%) produjeron efectos débilmente bactericidas o
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tendientes a coincidir con una respuesta de resistencia por parte de Salmonella
paratyphi B.

En la Figura 11 se encontrd los niveles de inhibicion del crecimiento de Salmonella
typhi por los probioticos utilizados en la presente investigacion, donde se observo un
efecto bactericida bastante siginificativo por parte de los productos Lactéol® fort
(probidtico N° 21 de la Figura 11), con un halo de 27 mm., seguido por Lactibiane®
(probidtico N° 22 de la Figura 11), con un halo de 26 mm., es importante resaltar que
dicho efecto es mayor al causado incluso por el control Gentamicina, teniendo en cuenta
que el efecto del control también es altamente bactericida sobre la Salmonella typhi

evaluada en esta investigacion.
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Figura 11. Efecto de probidticos sobre Salmonella typhi

LEYENDA: 1. Leche en Tarro Gain Plus Advance 2. Leche en Tarro Nan 3 Junior 3. GLUTAPAK® reuteri 4. Bacilor 5. Leche en Tarro
Nan Pro 2 6. Vacuna Gel Nb Probidtica 7. Yogurt Gloria Acti-Bio 8. Yogurt Yoleit 9. Yogurt Pura Vida Nutribio 10. Yogurt
Laive Sbelt 11. Yogurt Hoja Verde 12. Yogurt Gloria Prodefensis 13. El Yogurt De Alonso 14. Yogurt Metro Bebible 15. Yogurt
Wong Bebible 16. Yogurt Bio Frutado La Molina — Cultivos Probidticos 17. Yogurt Bebible Vigor Probidtico 18. Yogurt Natural Semi-
Descremado Light Bircher-Benner 19. Yogurt Santa Natura 20. Biolactol 21. Lactéol® Fort 22. Lactibiane® 23.
Enterogermina®  24. Control.

S: espectro convencional de sensibilidad a los antibidticos |: espectro convencional de sensibilidad intermedia a los antibidticos R:
espectro de resistencia a los antibidticos convencionales.

Entre los productos que presentaron una respuesta mas cercana al control fueron
Yogurt Gloria Prodefensis (probiético N° 12 de la Figura 11), con un halo de 22 mm.;
Leche en Tarro Gain Plus Advance y el Yogurt de Alonso (probiodticos N° 1y 13, de
la Figura 11, respectivamente), con un halo de 21 mm.; Yogurt Yoleit, Yogurt Metro
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Bebible y Yogurt Bio frutado La Molina-Cultivos Probidticos (probidticos N° 8, 14 y

16 de la Figura 11, respectivamente), con halos de 20 mm. como los mas relevantes.

Un andlisis mas global sobre los efectos mencionados en el parrafo anterior (Figura 11),
permitié afirmar que la casi totalidad de los probidticos evaluados (22=95,6%),
produjeron efectos entre bactericidas y bacteriostaticos altos, sobre todo dos de ellos
(8,7%), produjeron efectos claramente muy bactericidas, lo que condujo a afirmar que la
Salmonella typhi evaluada fue muy sensible al efecto de los probioticos probados,
incluso al producto Vacuna Gel NB Probidtica, que a pesar de ubicar su efecto en el
rango de las categorias entre Intermedio y Resistente, dicho efecto podria ser
potencialmente bacteriostatico.

Andlisis estadistico a nivel de medias totales y porcentajes globales

Adicionalmente, a efecto de un analisis comparativo a nivel de las medias totales y
porcentajes globales, respecto al grado de sensibilidad de las bacterias patogenas (Tabla
6 y Figura 12), se tuvo en cuenta lo siguiente:

Se entiende que el grado de sensibilidad equivale a respuesta frente al efecto de los
probidticos evaluados y de otro lado, teniendo en cuenta los criterios en relacion a los
limites de sensibilidad establecidos por el NCCLS (328) y Garcia (330), expresados
en las Tablas 2, 3, 4 y 5, puede sefialarse que 5 de los patdgenos sometidos al efecto
de los probidticos (Enterococcus sp., Klebsiella sp., Proteus vulgaris, Salmonella
paratyphi A y Salmonella typhi), mostraron grados de sensibilidad promedios altos
(sobre 75%), (Tabla 6), con respuestas equivalentes a los rangos de sensibilidad
completa (S) y de sensibilidad intermedia (I) del espectro convencional de respuesta a
los antibidticos establecidos para la terapia antibacteriana oficializada. Asi mismo, la

alta sensibilidad se correspondio con medias totales de los didmetros de inhibicion del
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crecimiento de los patdgenos iguales o mayores a 16 mm., lo que también se
corresponde con efectos probidticos de cardcter bactericida y bacteriostatico

considerables.

Tabla 6. Porcentajes globales del grado de sensibilidad de los patégenos comunes

frente a los 23 probidticos comerciales evaluados en la presente investigacion.

Patégeno Grado de Sensibilidad (%) Medias Totales
S-1 BS-R (halo en mm.)

Escherichia coli fecal 47,80 52,20 14,5
Enterococcus sp. 82,60 17,40 18,8
Edwarsiella sp. 47,80 52,20 15,5
Klebsiella sp. 78,30 21,70 16,1
Pseudomonas sp. 43,47 56,53 19,6
Proteus vulgaris 100,0 0,00 19,7
Shigella sp. 43,50 56,50 15,5
Staphylococcus aureus 52,20 47,80 15,7
Salmonella paratyphi A 86,90 13,10 18,2
Salmonella paratyphi B 56,50 43,50 15,2
Salmonella typhi 95,60 4,40 18,9
Promedio de sensibilidad 66,80 33,20 p<0,05

S: sensibilidad completa. I: sensibilidad intermedia BS: baja sensibilidad R: resistente
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Patogeno
m Grado de Sensibilidad (%) S -1 m Grado de Sensibilidad (%) BS-R

S: sensibilidad completa. 1: sensibilidad intermedia evidente. BS: baja sensibilidad. R: resistente

Figura 12. Porcentajes globales del grado de sensibilidad de los patdgenos comunes
frente a los 23 probiodticos comerciales evaluados en la  presente

investigacion.
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Debe resaltarse, que en el caso contrario, se observO una escasa O ninguna
sensibilidad (mayor reaccion de resistencia), en los patdogenos Escherichia coli fecal,
Edwarsiella sp., Shigella sp., Staphylococcus aureus y Salmonella paratyphi B
(Tabla 6 y Figura 12), cuyos grados de sensibilidad promedio fueron inferiores a 56,5%,
contrarios a sus grados de potencial resistencia superiores a 40%, coincidiendo con

promedios totales de halos de inhibicion inferiores a 16 mm.

De manera complementaria a lo anteriormente expuesto y teniendo en cuenta el
analisis estadistico, que se presenta a continuacion, basado en la utilizacion del disefio
en bloques completamente randomizados en relacion al grado de sensibilidad de las
cepas patdgenas sometidas a la accion de los probidticos, resultaron ser 5 los
patdgenos que mostraron mas sensibilidad a todos los probidticos evaluados, dichos
patogenos fueron: Klebsiella sp., Proteus vulgaris, Salmonella paratyphi A,
Salmonella typhi (bacterias gram negativas, pertenecientes a la familia
Enterobacteriaceae) y Enterococcus sp. (bacteria gram positiva) (89), cuyas medias
totales de sus diametros de inhibicién (Tabla 6), fueron iguales o superiores a 16.0
mm., que fue el limite de efecto de sensibilidad (didmetro del halo de inhibicidn),
definido para las Enterobacteriaceae y Enterococcus sp. en base a lo establecido por el
National Committee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS) (328) y Garcia (330)
y que fue tomado en cuenta para la elaboracion de las Tablas 2, 3, 4 y 5, que han
servido para la evaluacion de efectos probidticos y respuestas bacterianas, de las
Enterobacteriaceae y las bacterias gram positivas como Enterococcus sp., incluyendo
a Staphylococcus aureus.

De acuerdo a esto fue asumido que:
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e Diametro del halo igual o mayor a 16 mm = patégeno sensible o de otra parte,

efectos probidticos bactericidas o bacteriostaticos evidentes.

e Diametro del halo menor a 16 mm = patégeno con poca sensibilidad o resistente o

de otra parte, poco o ningun efecto inhibitorio por parte del probidtico.

Tambien debe resaltarse, respecto a los grados mas altos de sensibilidad mostrados
por la mayoria de las Enterobacteriaceae y Enterococcus sp, mencionados, que
presentaron valores de sensibilidad alrededor de 80%, llegando incluso hasta 100%
(Tabla 6 y Figura 12) y coincidentemente, la alta sensibilidad se reflejo también en las
medias totales de los didmetros de los halos de inhibicion que se produjeron en ellas,
mayores a 18 mm. (con la excepcion de Klebsiella sp. cuyo promedio de halo fue de
16,1 mm.). Este resultado es evidencia de gque en este caso, los efectos de los probidticos

fueron mas bactericidas que bacteriostaticos.

De manera diferente, en el caso de Pseudomonas sp., (bacteria gram negativa que
pertenece a la familia Pseudomonadaceae) (89), si bien es cierto los probidticos
produjeron en ella una media total de halo de inhibicion de 19,6 mm. (Tabla 6 y
analisis estadistico), su porcentaje promedio de inhibicion fue tan s6lo de 43,47%,
evidenciandose mas bien una sensibilidad intermedia. Esto puede explicarse en los
términos del limite de efecto de sensibilidad establecido por el NCCLS (328) y Garcia
(330), que definen como limite para Pseudomonas un didmetro de halo de inhibicién
de 19,0 mm. (Tabla 4), parametro de comparacion que se tuvo en cuenta para el

analisis de sensibilidad de Pseudomonas sp.
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Analisis estadistico de los datos obtenidos en base al Disefio de Bloques

Completamente Randomizados — Grado de sensibilidad de los patogenos

Teniendo en cuenta que:
Ho: los patdgenos (bloques) analizados presentan la misma respuesta.
H;: existen diferencias en las respuestas de los patdgenos (blogues).

ANOVA de dos factores: milimetros vs. bloque de producto

Fuente GL SC MC F P
Bloque 10 932,90 93,2902 20,45 0,000
Producto 23 738,12 32,0922 7,03 0,000
Error 230 1049,4¢6 4,5629

Total 263 2720,48

S = 2,136 R-cuad. = 61,42% R-cuad. (ajustado) = 55,89%

P-value para tratamiento menor a 0,05 (p<0,05)
ICs de 95% individuales para la media basados en Desviacidn

Estédndar Agrupada

Existen diferencias significativas entre los grupos de patdgenos.

Bloque Media --4-------——- »Ir ————————— e I limite de efecto de
Total I sensibilidad (didmetro de
I halo de inhibicién), para
1 14.5417  (----%---) : Enterobacteriaceae y
2 18.8333 I (===%---) gram positivos.
3 15.5417 (---=*-1-) 0.0
4 16.0833 (-—t%--—--) 1
5 19.6250 : _
6 19.6667 : (1__*____) --------- limite de efecto de
mmmaihillAdAAd (AL ma b~ AAl
7 15.5417 (----%-1-) I
8 15.6667 (m-=*=g--) |
9 18.2083 ! ([E==ti===))
10 15.1667 (—--%---) I
11 18.9583 ; (--—-¥---)
e, P R R
14.0 16.0 18.0 20.0 mm
LEYENDA:

1.Escherichia coli 2.Enterococcus sp. 3.Edwarsiella sp. 4.Klebsiella sp. 5.Pseudomonas sp 6.Proteus
vulgaris 7.Shiguella sp. 8.Staphylococcus aureus 9.Salmonella paratyphi A 10.Salmonella paratyphi B
11.Salmonella typhi

a) Limite de efecto de sensibilidad para Enterobacteriaceae, Enterococcus Sp. Yy
Staphylococcus aureus:
e Igual o mayor a 16 mm = sensible
e Menor a 16 mm = poca sensibilidad o resistente

b) Limite de efecto de sensibilidad para Pseudomonas aeruginosa:
e Igual o mayor a 19 mm = sensible
e Menor a 19 mm = poca sensibilidad o resistente
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De otro lado, debe resaltarse a partir del analisis estadistico y Tabla 6, que 5 de las
cepas patdgenas respondieron con menor sensibilidad, dichas cepas fueron:
Escherichia coli fecal, Edwarsiella sp., Shigella sp. y  Salmonella paratyphi B
(bacterias gram negativas de la familia Enterobacteriaceae) y Staphylococcus aureus
(patégeno gram positivo). Los grados de sensibilidad de las cepas anteriormente
mencionadas se encontraron entre los valores de 43,5y 56,5% (Tabla 6 y Figura 12) y
las medias totales de los didametros de los halos de inhibicién producidos en ellas, se
ubicaron entre los 14,5 y 15,7 mm. (Tabla 6), dichas medias evidencian efectos de los
probidticos bacteriostaticos débiles, con tendencia a generar una respuesta de
resistencia por parte de las cepas sometidas a la accion probidtica.

De acuerdo a los resultados anteriormente expuestos, la variabilidad de comportamientos
de los patogenos frente a los metabolitos probidticos antimicrobianos puede estar
relacionada con dos aspectos importantes. Uno de ellos tiene que ver con la estructura
celular microbiana del patogeno ya que de acuerdo a Calderon et al. (349), ha sido reportado
que ciertas bacterias gram negativas serian mas resistentes respecto a las bacterias gram
positivas en relacion a las bacteriocinas que producen los microorganismos probidticos por
diferencias en la membrana externa y la misma constitucion de la pared celular; aunque de
acuerdo a Ouwehand et al. (338), las bacterias gram negativas resultarian ser mas sensibles a
otros metabolitos probidticos como acidos orgéanicos (acido lactico y acido acético),
peréxido de hidrégeno, didxido de carbono; asi como la produccién de otros compuestos
antimicrobianos como el diacetilo, el &cido piroglutdmico, entre otros. También lo
reportado por Naidu (339). explicaria el grado de sensibilidad de las cepas patdgenas de
la presente investigacion indicando que ha sido comprobado que el diacetaldehido es

méas efectivo contra bacterias gram negativas, levaduras y hongos que contra

96



bacterias gram positivas (339) asimismo, reforzando los resultados, Lee et al. (183), hallaron
que los &cidos organicos y posiblemente los biosurfactantes, que producen
los probidticos inhiben el crecimiento de una amplia gama de bacterias patdgenas gram
positivas 0 negativas.

En este sentido se hace necesario la realizacion de estudios de verificacion de los efectos
mencionados pero de manera individual a fin de profundizar las causas de la sensibilidad o
la resistencia de ciertos patogenos frente a los metabolitos probidticos contenidos en los

productos que se expenden comercialmente.

Tabla 7. Medias totales de los halos de inhibicion en mm. de los probi6ticos evaluados.

Probiético Media Probiético = Media Total
Total (mm mm

15.3

5 14.5 17 15.8

11 14.7 23 14.6

p<0.05

LEYENDA: 1. Leche en Tarro Gain Plus Advance 2. Leche en Tarro Nan 3 Junior 3. GLUTAPAK® reuteri 4. Bacilor 5. Leche en
Tarro Nan Pro 2 6. Vacuna Gel Nb Probidtica 7. Yogurt Gloria Acti-Bio 8. Yogurt Yoleit 9. Yogurt Pura Vida Nutribio
10. Yogurt Laive Sbelt 11. Yogurt Hoja Verde 12. Yogurt Gloria Prodefensis 13. El Yogurt De Alonso  14. Yogurt Metro
Bebible 15. Yogurt Wong Bebible 16. Yogurt Bio Frutado La Molina — Cultivos Probidticos 17. Yogurt Bebible Vigor Probidtico
18. Yogurt Natural Semi-Descremado Light Bircher-Benner 19. Yogurt Santa Natura  20. Biolactol 21. Lactéol® Fort
22. Lactibiane®  23. Enterogermina

En el otro sentido, en relacion al efecto de los probidticos, puede establecerse
a partir del analisis estadistico, ademas de lo mostrado en la Tabla 7 y Figura 13 y
teniendo en cuenta el limite de efecto de sensibilidad (16,0 mm. de diametro de

......

positivos (NCCLS y Garcia) (328;330), probados en la presente investigacion, fueron

97



17 probioticos: Leche en tarro Gain Plus Advance, Glutapak® Reuteri, Bacilor,
Yogurt Gloria Acti-Bio, Yogurt Yoleit, Yogurt Pura Vida Nutribio, Yogurt Laive
Sbelt, Yogurt Gloria Prodefensis, El Yogurt de Alonso, Yogurt Metro Bebible,
Yogurt Wong Bebible, Yogurt Bio frutado La Molina-Cultivos Probi6ticos, Yogurt
Natural Semi-Descremado Light Bircher-Benner, Yogurt Santa Natura, Biolactol,
Lactéol®fort y Lactibiane® (probiéticos N° 1, 3,4, 7, 8, 9, 10, 12, 13, 14, 15, 16, 18,
19, 20, 21 y 22, de la Tabla 7), los que produjeron un efecto inhibidor ya sea
bactericida o bacteriostatico, con los niveles mas altos de inhibicion del crecimiento

de las bacterias patdgenas comunes.
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Figura 13. Medias totales de los halos de inhibicibn en mm. de los probidticos

evaluados (p<0.05)

LEYENDA: 1. Leche en Tarro Gain Plus Advance 2. Leche en Tarro Nan 3 Junior 3. GLUTAPAK® reuteri 4. Bacilor 5. Leche en
Tarro Nan Pro 2 6. Vacuna Gel Nb Probidtica 7. Yogurt Gloria Acti-Bio 8. Yogurt Yoleit 9. Yogurt Pura Vida Nutribio
10. Yogurt Laive Sbelt 11. Yogurt Hoja Verde 12. Yogurt Gloria Prodefensis 13. El Yogurt De Alonso  14. Yogurt Metro
Bebible 15. Yogurt Wong Bebible 16. Yogurt Bio Frutado La Molina — Cultivos Probidticos 17. Yogurt Bebible Vigor Probidtico
18. Yogurt Natural Semi-Descremado Light Bircher-Benner 19. Yogurt Santa Natura  20. Biolactol 21. Lactéol® Fort
22. Lactibiane®  23. Enterogermina®

Es importante mencionar que en el Per( el consumo de productos lacteos con

probidticos va en incremento pero no se tiene una regulacion establecida para el
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rotulado (352). Por lo cual en la presente investigacion se tuvo esta limitacion. De alli

que dos de los yogurts que tuvieron uno de los mayores promedios al limite de

reportaron en su etiqueta que contenian 4 cepas probidticas y cultivos probidticos
respectivamente, mas no indicaban la informacién del tipo de cepas o el nimero de
ellas

Sin embargo el efecto inhibidor en los probiéticos Yogurt Yoleit y Yogurt Laive
Sbelt y Yogurt Natural Semi-Descremado Light Bircher-Benner, se explicaria en parte
por su contenido de Lactobacillus delbrueckii subsp.bulgaricus, Streptococcus
thermophilus (probioticos N° 8, 10,18 de la Tabla 7) que de acuerdo a la investigacion
de Piard et al. (341) estas cepas bacterianas al producir acetaldehido y no metabolizarlo
inhiben el crecimiento de Staphylococcus aureus, Salmonella y Escherichia coli en
productos lacteos.

Los otros 6 probidticos: Leche en Tarro Nan 3 Junior, Leche en Tarro Nan Pro 2,
Vacuna Gel NB Probidtica, Yogurt Hoja Verde, Yogurt Bebible Vigor Probidtico y
Enterogermina®(N° 2, 5, 6, 11, 17 y 23, de la Tabla 7), mostraron efectos
bacteriostaticos débiles, potencialmente tendientes a inducir una  respuesta de
resistencia por parte de los patdgenos analizados.

Andlisis estadistico de los datos obtenidos en base al Disefio de Bloques
Completamente Randomizados — Efecto de los probioticos

Teniendo en cuenta que:

Ho los productos probidticos en analisis y el control presentan la misma respuesta.

H; existe diferencia entre en la respuesta de los productos probi6ticos, incluyendo el

control.
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ANOVA de dos factores: milimetros vs. bloque, producto

Fuente GL SC MC F P
bloque 10 932.90 93.2902 20.45 0.000
producto 23 738.12 32.0922 7.03 0.000
Error 230 1049.46 4.5629

Total 263 2720.48

S =2.136 R-cuad. = 61.42% R-cuad. (ajustado) = 55.89%

ICs de 95% individuales para la media Dbasados en Desv.Est.
agrupada

Existen diferencias significativas entre los productos (existe diferencias en la respuesta

de los productos probiéticos).

Producto Media
Total
1 17,5455
2 15,2727
3 16,0000 o
4 17,1818 Rl 111] !tg. de efecto de
5 14,5455 sensibilidad para
3 15,8182 Enterobacteriaceae y gram
7 17,8182 positivos: Enterococcus sp. y
8 1g,1818 Staphylococcus aureus
S 16,4545
10 17,2727 P
11 14,7273 ———— I|m.|t(-:.‘. de efecto de
12 16,4545 sensibilidad para
13 16,2727
14 17,5455
15 17,9091
16 18,2727
17 15,8182
18 16,1818
19 18,1818
20 16,6364
21 21,0909
22 19,5455
23 14,6364
24 20,4545

P-value para tratamiento menor a 0.05 (p<0.05)

LEYENDA: 1. Leche en Tarro Gain Plus Advance 2. Leche en Tarro Nan 3 Junior 3. GLUTAPAK® reuteri 4. Bacilor 5. Leche en
Tarro Nan Pro 2 6. Vacuna Gel Nb Probidtica 7. Yogurt Gloria Acti-Bio 8. Yogurt Yoleit 9. Yogurt Pura Vida Nutribio
10. Yogurt Laive Sbelt 11. Yogurt Hoja Verde 12.Yogurt Gloria Prodefensis 13. El Yogurt De Alonso 14. Yogurt Metro Bebible
15. Yogurt Wong Bebible 16. Yogurt Bio Frutado La Molina — Cultivos Probidticos 17. Yogurt Bebible Vigor Probidtico 18. Yogurt
Natural Semi-Descremado Light Bircher-Benner 19. Yogurt Santa Natura 20. Biolactol 21. Lactéol® Fort 22.
Lactibiane®  23. Enterogermina®  24. Control.

Los resultados estan indicando que existen diferencias significativas (p<0,05), entre los
productos incluyendo el grupo control (nGmero 24).
a) Limite de efecto de sensibilidad (diametro del halo de inhibicién), para
Enterobacteriaceae y gram positivos, para agrupamiento:
* lgual o mayor a 16 mm = sensible
* Menor a 16 mm = poca sensibilidad o resistente

Productos con mayor promedio al limite de sensibilidad:
1,3,4,7,8,9,10,12,13,14,15,16,18,19, 20,21 y 22.

100



Productos con menor promedio al limite de sensibilidad: 2, 5, 6, 11, 17 y 23

b) Limite de efecto de sensibilidad (diametro del halo de inhibicion), para
Pseudomonas, por agrupamiento:
* Igual o mayor a 19 mm = sensible
* Menor a 19 mm = poca sensibilidad o resistente

Productos con mayor promedio al limite de sensibilidad: 21 y 22.

Finalmente, la comprobacion de los efectos de los probidticos que se expenden en
nuestro pais sobre las bacterias patdgenas mas comunes, realizada a traves de la
presente investigacion, permitio afirmar que dichos productos estan cumpliendo, en
mayoria, con los requisitos respecto a su potencial inhibidor del crecimiento de
bacterias patdgenas, efecto que fue verificado, en condiciones de laboratorio y que es
relevante sefialar requiere de estudios adicionales in vivo a fin de determinar el
potencial de efectividad en condiciones de uso para tratamientos terapéuticos
preventivos o curativos, dado que hasta la fecha no se han realizado estudios de esta
naturaleza en nuestro pais destinados a asegurar un consumo confiable de los

productos probidticos en general.
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CAPITULO V

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1. Conclusiones

1. Se verifico la viabilidad de los microorganismos probidticos mediante la
recuperacion de los mismos en medios de cultivo. Asimismo se asegur0 la
produccion de los principios antibacterianos comprobandose esto al aplicar el
método de Kirby Balier.

2. Se comprobd que los niveles de inhibicion in vitro del crecimiento de
patdgenos bacterianos comunes, de los probidticos que se comercializan en
nuestro pais, son comparables con los efectos establecidos en los pardmetros
convencionales sobre la actividad antibacteriana de los  antibidticos
recomendados oficialmente para el tratamiento de infecciones causadas por
dichos patdgenos.

3. Los efectos promedio de sensibilidad que produjeron, in vitro, los probioticos
evaluados en el presente estudio, en su mayoria (66,8%), se encontraron dentro
del rango de las categorias de respuestas bacterianas de sensibilidad completa o
de sensibilidad intermedia y en una menor proporcion (33,2%), en el rango de
sensibilidad intermedia baja o de completa resistencia.

4. Existen diferencias significativas (p<0,05) entre los efectos de los productos.
Asi, 17 probi6ticos (73,1%) (Leche en tarro Gain Plus Advance, Glutapak®

Reuteri, Bacilor, Yogurt Gloria Acti-Bio, Yogurt Yoleit, Yogurt Pura Vida Cultivos
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Nutribio, Yogurt Laive Sbelt, Yogurt Gloria Prodefensis, El Yogurt de Alonso,

Yogurt Metro Bebible, Yogurt Wong Bebible, Yogurt Bio frutado La Molina-

Cultivos Probidticos, Yogurt Natural Semi-Descremado Light Bircher-Benner,
Yogurt Santa Natura, Biolactol, Lactéol®fort y Lactibiane®), produjeron los
niveles mas altos de inhibicion del crecimiento de las bacterias patogenas
comunes, de este grupo 2 probidticos (Lactéol® forty Lactibiane®), originaron
los mayores efectos de inhibicion.

5. Los grados promedio de sensibilidad de las bacterias expuestas a la actividad de
los probidticos, de manera individual, mostraron una variabilidad importante
(diferencias significativas p<0,05), de ello 5 patdgenos (Klebsiella sp., Proteus
vulgaris, Salmonella paratyphi A, Salmonella typhi y Enterococcus sp.),
mostraron mayor sensibilidad, la misma que pudo ser por diversos factores

propios de la naturaleza de cada bacteria o de cada producto probiético.
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5.2. Recomendaciones

1. Realizar estudios complementarios sobre la actividad, in vitro, de manera
individual, de los probi6ticos que se comercializan en nuestro pais, utilizando
ensayos a nivel genético o molecular para esclarecer el origen de los efectos
bactericida o bacteriostatico, asi como los de resistencia a los probioticos.

2. Los estudios in vitro deben ser complementados con estudios in vivo, que
permitan determinar la eficacia real del efecto de los probidticos que se
comercializan en nuestro pais, respecto a las infecciones que producen los
patdégenos comunes.

3. EIl uso de nuevos probidticos debe estar condicionado a estudios como el
presente a fin de verificar sus potenciales efectos, con la finalidad de garantizar

el beneficio implicito de tales productos.
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APENDICE 1. GALERIA FOTOGRAFICA

METODOLOGIA EMPLEADA

Productos solidosreconstituidos
Siembra en el medio agar MR.S.

Estandarizacion de la obtencion de extractos crudos

Tubos con caldo M.R.S. conlos productos probioticos

aesRhe ST
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Agitacion: Tubos con caldo MRS con los productos probidticos

Antas da centrifugar

Filtracion dal sobranadants através dabujias  sobranadants colocado 2n tubos con tapa
con membranas da filtracion. £osca

Inoculacion dal patossno de prusba (Praparacion de las placas con 2l patdossno
Se sumergz un hisopo astérilen la suspension Estriacion con 2l hisopo parainoculacion
delpatogeno
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Aplicacion de los discos
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ANEXOS
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ANEXO 1. MEDICIONES: tres mediciones de cada producto probiédtico

enfrentado al patdégeno

Escherichia coli Edwarsiella sp.
MEDICIONES Promedio | DES MEDICIONES Promedio | DES
Probicéco| 1 2 3 pimetonse| ST Progicéco| 1 2 3 pidmetrohsid 97T

15 14 | 14 14 | 0.87
13115 | 14 14 [ 1.00
12 1 14 | 13 13 1.00
15| 16 | 15 15 | 0.50
12112 | 13 12 | 0.87
18 | 20 | 20 19 | 0.67
17120 | 20 19 1.73
15 14 | 16 15 | 0.67
12113 | 14 13 | 0.87
13 1 13 [ 14 13 | 0.87
15 | 16 [ 15 15 | 0.50
12111 [ 13 12 | 087
15 15 | 13 14 | 132
14115 | 17 15 | 132
18 | 17 [ 17 17 | 050
17 16 | 16 16 | 0.67
141 15 | 14 14 | 087
141 14 | 15 14 | 087
12 1 14 [ 13 13 1.00

15| 14 | 16 15 1.00
12111 [ 13 12 1.00
121 14 | 16 14 | 2.00
16 | 14 | 15 15 1.00
12113 | 12 12 | D.5D
14| 14 | 12 13 | 067
13 14 | 15 14 1.00
141 15 | 13 14 1.00
13 14 | 16 14 1.80
151 13 | 14 14 1.00
12 1 12 | 13 12 | D.50
14113 | 13 13 | D.50
15 16 | 15 15 | 0.50
15| 16 | 14 15 1.00
14 14 | 15 14 | D.ET
1716 | 18 17 1.00
16 | 15 | 15 15 | D.50
13 16 | 13 14 173
16 | 15 | 14 15 1.00

aq|la|lala|la|lala|la]lal—
mmﬂmmhmm_‘gmmﬂmmhmm—n

ralpalralmalm|lalalalalala|la]la]—
Ol o|lo|e|—wo|o|e|lwm]|S|as|e|ee| || o] e raf—

15 15 | 16 15 | D.50 20 [ 13 [ 14 ] 13 13 | 0.50
17116 | 15 16 1.00 21 [ 21| 22| 24 22 1.80
15 16 | 17 16 1.00 22 [ 2221 23 22 1.00
14116 | 15 15 1.00 23 [ 16 [ 1415 15 | 1.00
2021 21 21 10348 C | 24| 24| 24 24 | 010
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Enterococcus sp. Proteus vulgaris

MEDICIONES Promedio | DES MEDICIONES Promedio| DES
Probicico| 1 2 3 Digmetonse| ST Pobidicol 1 ? 3 Digmetronad ST
1 |18 |17 | 17| 17 | 050 1 26123 | 21| 23 |200
2 | 14115 |16| 15 |1.00 2 12121200 29 | 1.00
3|21 22| 2 21 | 050 3212120 29 | 100
4 121120 20| 20 |O0&0 4 (1912120 20 | 1.00
5 |17 |16 16| 16 |050 b 1212218 20 | 180
g6 22|21 21 21 | 050 6 |16 |16 | 17| 16 |087
720019 19| 19 | 0867 7T | 1819 18| 18 | 050
8 | 21|22 | 21 21 | 067 8 | 211920 20 | 100
9 | 201918 | 19 |1.00 9 |19 (18| 18| 18 | 087
10 (222123 22 [100 10 (17|19 16| 17 | 1.80
11 [ 141415 | 14 087 11 [ 18 [ 17 [ 17| 17 [087
12 [ 15|16 17| 16 |087 12 12020 18| 19 |[087
13 [ 16|15 18] 16 | 132 13 |16 (18| 17| 17 [100
14 | 20| 22 | 21 21 | 1.00 14 120 (18| 19| 19 |100
15 [ 222319 2 | 218 15 |23 (19| 2| 24 |180
16 [ 222220 29 |087 16 |21 (23| 22| 22 |100
17 [ 15|15 16| 15 | 087 17 121 (20|19 20 |100
18 [13 |13 [16| 14 [ 173 18 | 2222|200 21 |132
19 (222220 29 |087 19 |21 22|23 22 |1.00
20 | 23] 22| 21 22 | 1.00 20 [ 17118 | 17| 47 | 050
21 12322 ] 21 22 | 1.00 21 (22|21 20 21 | 132
2 121120120 20 |050 22 (21122120 29 | 100
23 |16 |15 17| 16 | 1.00 23 |18 |16 | 18| 17 | 132
C (22| 23|22| 22 |050 C |24 |24 | 24| 24 (020
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Staphyloccus aureus

Klebsiella sp.

MEDICIONES Promedio | DES MEDICIONES Promedio | DES
Probicgcol 1 2 3 Didmetohsd ST Probiico) 1 2 3 Dpiémetonad ST
1T |17 (15|16 | 16 | 087 T |14 (14|15 14 | 050
2 [ 15|14 |14 | 14 | 087 2 [ 13|15 (14| 14 | 100
3 [ 15|15 (16| 16 | 050 311614115 16 | 1.00
4 [ 16|17 [16] 16 | 050 4 (17|16 )16 16 | 050
5 (14116 (13| 14 | 132 5 [ 14113 (13| 13 | 050
6 |18 (17|16 17 | 100 6 |17 (1817 | 171 | 050
7 (21120020 20 |050 T (17|18 )17 17 | 05D
8 [19]120(19| 19 |087 8 (18|17 )19 18 |1.00
9 (18|16 (17| 17 |1.00 9 (20119 (18| 19 |1.00
10 [19[18 18| 18 | 050 10 (211920 20 | 1.00
11 [ 12 [ 1213 ] 12 |08/ 11 [ 14 [ 14 15| 14 | 087
12 |15 1617 16 |08&7 12 |16 (15|15 15 | 050
13 [17[ 1613 15 | 180 13 [15[16 15| 15 | 050
14 18|19 |18 | 18 |08/ 14 [ 1718 17| 17 | 050
15 |15 16| 17| 16 | 087 15 |16 16| 17| 16 | 087
16 [15[16 15| 15 | 050 16 (151615 15 | 050
17 [ 141412 13 | 087 17 161716 | 16 | 050
18 [13 [ 1212 12 | 050 18 [ 18 [ 17| 17| 17 | 050
19 16| 14|16 | 15 | 132 19 1918 | 18| 18 | 050
20 |13 (1316 14 |[173 20 |17 (16|16 16 |087
21 118 (17|16 17 [ 100 21 120021120 20 |050
2 1191818 18 |[050 2 1161517 16 [ 100
23 114 (12114 13 | 087 23 113 [ 12| 11 12 | 1.00
C |16 |16 |16 | 16 | 020 C |16 |16 |16 | 16 | (010
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Salmonella paratyphi A Shigella sp.

MEDICIONES Promedio | DES MEDICIONES Promedio | DES
Probicco| 1 2 3 piEmetonsd ST Probidéco| 1 2 3 pismetonad ST
1 18| 20| 19 19 1.00 1 15 16 | 15 15 | 067
2 |17 [ 18|17 17 | 050 2 [ 13113 ] 14 13 | 067
3 15|16 ] 15 15 | 087 3 |16 15| 15 15 | 067
4 118 17| 16 17 1.00 4 |15 16| 15 15 | 067
5 11413 ] 16 14 | 1.80 5 (1211 ] 13 12 1.00
6 | 15|16 | 12 14 | 1.80 6 |14 ] 13|13 13 | 050
7 |15 18] 18 17 1.73 7 (201919 19 | 067
B | 21| 24| 22 22 1.80 8 (17|16 15 16 1.00
9 |17 19] 18 18 1.00 9 (14| 14| 15 14 | 067
10 | 22| 21| 21 21 0.50 10 |13 ] 15| 14 14 | 1.00
11 11414 ] 15 14 | 0.87 11 |17 ] 14 | 15 15 | 1.50
12 118119120 19 | 087 12 | 16 ] 17 | 16 16 | 067
13 1181 19] 20 19 1.00 13 [ 13 ] 16| 13 14 | 1.73
14 119 17| 18 18 | 087 14 | 16| 14| 15 15 | 1.00
15 |17 19] 19 18 | 087 15 | 16| 15| 18 16 1.32
16 | 22 22] 20 21 0.87 18 | 15| 16 | 15 15 | 050
17 |15 15| 16 15 | 087 17 |17 ] 16 | 16 16 | 0.50
18 |18 | 17 | 17 17 | 087 18 |19 ] 18 | 18 18 | 0.50
19 | 22| 21| 18 20 1.80 19 (18] 19| 18 18 | 067
20 |16 | 18 | 17 17 | 087 20 |16 | 16 | 17 16 | 067
21 | 26| 23| 26 25 | 173 21 |18 19| 18 18 | 0.50
22 | 21| 20| 20 20 | 050 22 |16 | 15 | 17 16 1.00
23 |16 |17 | 16 16 | 0.50 23 113112 1" 12 1.00
C | 24| 24| 24 24 | 020 cC |22 22| 22 22 | 017
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Salmonella paratyphi B

Salmonella typhi

MEDICIONES Promedio | DES MEDICIONES Promedio | DES
Probidfico| 1 2 3 pismetrohal] 9T Probidéico| 1 2 3 pismetrohal] ST
1 16 | 17| 16 16 0.87 1 22 | 20| 22 21 0.87
2 13115 14 14 1.00 2 16 | 15 | 17 16 1.00
3 141 14 | 12 13 0.87 3 1718 | 17 17 0.50
4 17116 | 16 16 0.50 4 191 20 | 19 19 0.87
5 14115 | 14 14 | 050 5 17116 | 16 16 0.87
6 15114116 15 1.00 6 15114 | 14 14 | 087
7 17|18 | 17 17 0.50 7 17118 | 17 17 0.50
8 18| 16| 16 16 1.80 g |20 21| 20 20 0.50
9 14116 | 16 15 1.32 9 18 | 17 | 17 17 0.50
10 | 16 | 17 | 16 16 0.87 10 | 17 | 15 | 17 16 1.32
11 [ 14 [ 12 ] 14 13 | 0.67 11 [ 18 [ 17 | 17 17 | 0.67
12 [ 156 [ 14 ] 14 14 | 050 12 123 | 21 | 23 22 1.32
13 |15 | 16| 15 15 | 050 13 | 22| 22| 20 21 0.87
14 |15 | 13| 15 14 | 087 14 | 20 | 20 | 21 20 0.87
15 |16 | 16 | 14 16 | 087 15 |19 | 20 | 19 19 0.50
16 | 15 | 18| 16 16 1.32 16 | 20 | 21| 20 20 0.87
17 |14 | 17| 14 15 1.73 17 |17 | 17 | 18 17 0.87
18 |12 | 12| 13 12 0.50 18 | 17 | 17 | 18 17 0.50
19 |15 | 14| 14 14 | 087 19 |19 | 18 | 18 18 0.50
20 |13 |16 | 14 14 1.32 20 |17 | 17| 18 17 0.50
21 | 16| 18 | 18 17 0.87 21 | 28 | 27 | 27 27 0.50
22 | 19| 18 | 18 18 0.50 22 | 25| 27 | 27 26 0.87
23 |13 | 16| 14 14 1.00 23 | 16|16 | 19 17 1.73
C | 21| 21| 2 21 0.30 C | 24| 24| 24 24 | 020
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Pseudomonas sp.

MEDICIONES Promedio | DES
Probicgco| 1 2 3 pismetohak ST
1 23 | 22 | 24 23 1.00
2 18 |1 18 | 19 18 0.50
3 16 | 17 | 18 17 1.00
4 21 | 20 | 20 20 0.50
5 18] 18 | 19 18 0.50
6 151 16 | 14 15 0.87
7 20 | 19 ] 18 19 1.00
8 191 20 | 18 19 1.00
8 16 | 17 | 18 17 1.00
10 | 20 | 19 | 18 19 0.87
11 [ 19| 20 | 19 19 0.87
12 [ 19 [ 18 | 20 19 1.00
13 [ 17119118 18 0.87
14 [ 21| 21| 22 21 0.50
15 | 25 | 25 | 23 24 0.87
16 | 24 | 24 | 22 23 0.87
17 [ 19 [ 17 [ 19 18 0.87
18 | 23| 22 | 21 22 1.00
19 | 25 | 27 | 26 26 1.00
20 | 22| 23 | 22 22 0.50
21 | 27| 26 | 28 27 1.00
22 | 23| 22 | 22 22 0.50
23 | 14 ] 15 | 14 14 0.87
c |11 | N1 11 0.20
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