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RESUMEN

a enfermedad diarreica aguda tiene alta prevalencia en nuestro medio, siendo una ds las principales causas de
morbimortalidad infantil en Colombia. ., La utilizacion de probidticos puede ser una alternativa en el uso como
profilctico o terapéutico en desérdenes gastrointestinales. , Ante este escenario el presente estudio realizé

procesos de fermentacion dcido lactica con Lactobacillus casei subsp rhamnosus para obtensr un producto alimentario
que 4l ser utilizado como probidtico, fue capaz de proteger la colonizacion intestinal de Safmonella typhimurium en
ratones lactantes, Inicialmente el efecto antagénico in vitro del producto fermentado por el método de los micropocillos
dio muestras evidentes de inhibicion de S. typhimurivm, H. pylori, Y. enterocolitica y Sh. boydii, y en un menor grado
V. cholerae. Seguidamente se comprobé el efecto probiotico in vivo con ratén lactante A/bino suizo a los cuales se les
suplementd la dieta con ef alimento fermentado, tanto antes como posterior al reto con Saimonella typhimurium. Mediante
¢! modelo murino se pudo demostrar que los animales retados y que no recibieron probidticos tienen un probabiiidad de
sobrebida menor, 0.25, en comparacion 2 0.95 de probabilidad de los ratones retados y alimentados con probiéticos. La
colonizacion por S, syphimurium solo se manifesto en los recuentos promedios de las muestras de heces de los ratones
retados des dias post-reto, sugiriendo que existe prevencidn de la infeccion por S. yphimurium en el grupo iratado con
probidtico y concluir entonces que el probidtico tiene un efecto protector en ratones contra la cepa patogena de S.
typhimurium.

PALABRAS CLAVES: Enfermedad Diarreica, Probidtice, Lactobacillus casef

INTRODUCCION
Los procesos de fermentacidn con bacterias dcido alimentos, por su bajo costo de operacion, inhibicién
lacticas son comunmente utilizados en paises de microorganismos indeseables que liegan con el

tropicales en la produccién y preservacion de proceso vy mejoramiento de las cualidades
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organolépticas y nutricionales del producto. , , 5
Actualmente son bien conocidos los beneficios en la
salud derivados de la utilizacién de alimentos
fermentados por bacterias dcido lacticas, como:
Control de las infecciones entéricas;
inmunopotenciadores en  malnutricibn;
favorecimiento de la utilizacidén de lactosa en
personas con malabsorcién de lactosa, accidn
hipocolesterolémica. (.,9.10, © inhibitoria de algunos
tipos de tumores intestinales y urinarios inducidos
quimicamente.(“! 2,13, 14 S€ Muestra mucho interés
en cierto tipo de bacterias lacticas para ser usadas
como probidtices vehiculados en alimentos
fermentados. . . 15,88 probable que actlien como
factores inmunomodulantes que no ocasionan
agresion del mucus al realizar el efecto protector. El
cohabitat de la microbiota intestinal y los lactobacilos
bacteriocinogénicos no degradan fructoligosacaridos,
carbohidratos propios de las glicoproteinas del mucus
intestinal, dando la posibilidad de interactuar los
mecanismos y moléculas del sistema inmune junto
con las células antagdnicas secretoras de
bacteriocinas.“g, 20,21, 2, 23, 24)

Se consideran varias las sustancias que producen
las bacterias lacticas y que inducen capacidad
antagonica contra bacterias sapréfitas y patogenas,
entre ofras se pueden mencionar: Peroxido de
hidrégeno, diacetilo, bacteriocinas, microcinas, dcido
lactico, acidos orgénicos, reuterina, iones de
hidrégeno y acidos grasos volatiles. (25,36,27,28.29,30,31)
Ademds la inhibicién del crecimiento esta sujeta a la
competencia por nutrientes y espacio entre los
microorganismos.m}

MATERIALES Y METODOS
Fdentificacién del Aislado

Luego de garantizar la activacién y conservacién
del lactobacilo se utilizaron pruebas Bioquimicas de
asimilacion de azucares (API AC-50, BioMériux) e
identificacion fisiologica del aislado de tracto intestinal
humano, aislamiento hecho en la primera etapa de
este estudio, por Barney. La identificacion fina) del
aislado se soport6é ademds en la evaluacién de los
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resultados usando el Manual de Bacteriologia
Sistematica de Bergey’s y en literatura descriptiva
de arboles filogenéticos. (35,3635

Eleccion del Sustrato.

Se realizaron 4 ensayos para fermentacién en
matraz. Los ensayos variaron en el tipo de sustrato
o fuente de carbono y en la fuente de nitrégeno que
aportan sus componentes, esto permitio establecer
cual fue el que mejor se adapté a las condiciones de
crecimiento exigidas por el microorganismo y los
siguientes pardmetros de fermentacion: Biomasa,
produccion de proteina, rendimiento de dcido lactico,
consume de azticares, asimilacién de aziicares
reductores.m‘ 17,15, 08 medios evaluados se
diferenciaron en cuanto a las siguientes fuentes de
carbono: Harina de trigo, harina de yuca, harina de
platano, melaza y fuentes de nitrégeno: Extracto de
carne, extracto de levadura y leche en polvo,
ajustando sus proporciones de acuerdo a las
establecidas en el medio MRS (De Man, Rogosa et
Sharpe).

Fermentacién en Reactor

Se establecio la cinética de crecimiento en reactor
de Lactobacillus casei subsp rhamnosus sobre el
sustrato elegido con ¢l fin de estandarizar las
condiciones de crecimiento y el tiempo 6ptimo de
cosecha. Las fermentaciones se realizaron en un
reactor SETRIC 002M, el cual contiene tubas
autoclavables y un sistema de agitacion, regulacion
de temperatura por circulacion de agua y control del
pH por adicién de NaOH 5N. Se ajustaron las
proporciones anteriores de] medio a fermentar
llevando el volumen util de la mezcla en ¢l reactor a
1.5 litros con agitacion fija de 150 rpm; temperatura
de 30°C, pH 6.0 y con un volumen de indculo de 150
mi (10 %(v/v)).(w) Las muestras se tomaron a
intervalos de tiempo regulares de una hora. La
determinacién de proteinas se realizd por el método
de Lowry,(%) los azticares por el método de
Dubois, ,,, los azicares reductores por el método
DNS. El 4cido Jactico por HPLC (Merck - Hitachi),
columna (Biorad Aminex HPX 87H) y finalmente fa




LNIVERSIDAD Y SALUD

biomasa por recuento en placa y peso s6C0. ., 4 44
Ensayo de inhibicién antagénica in vifro.

Se utilizaron los enteropatogenos Salmonella
typhimurium, Vibrio cholerae, Helicobacter
pylori, Shigella bovdii y Yersinia enterocolitica
como bacterias indicadoras de inhibicion. Para probar
el efecto antagdnico se utilizaron dos métodos: El de
Tagg, J.R., o de los micropociilos. Bste detecta la
inhibicién del crecimiento de una cepa indicadora,
pasiva, causada por la cepa examinada, activa,, y
el de Visser, R. Utiliza discos de agar con la cepa
examinada incculados invertideos scbre la cepa
indicadora de inhibicion.

Ensaye de Inhibicién por Bacteriocinas

La inhibicién del crecimiento por accién de
bacteriocinas se realizé por una adaptacion del
método de Tagg y MeGiven. ,, .

Modelo Murino

La evaluacion del efecto protector del probidtico
contra patdgenos bacterianos in vive se realizd en
un modelo murino. Se utilizaron ratones lactantes
Albino suizo, de ta colonta mantenida en ¢l bioterio
del Departamento de Microbiologia, Universidad del
Valle. Se trabajé con cuatro grupos de 20 ratones
cada uno para evaluar el efecto protector y el efecto
terapéutico del producto alimenticio. Un primer grupo
recibié el probidtico como parte suplementaria de su
dicta consistente en leche materna Gnicamente; un
segundo grupo recibid el sustrato y sus aditivos sin
fermentar, previamente esterilizados; un tercer grupo
no recibid ningin suplemento, solo fueron lactados y
un cuarto grupo, recibié el suplemento fermentado
uego de ser retado con el patdgeno. Todos los
animales fueron lactados por sus madres durante todo
¢l ensayo. El microorganismo probidtico que se valord
en el ensayo de proteccién fue L. casei subsp
rhamnosus, cultivado en el sustrato elegido en
reactor, hasta el tiempo de cosecha. El patégeno para
el reto fue S. fyphimurium, luego de ser incubado
en tripticasa soya caldo a 30°C por 12 horas. ,,,
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Técnica de Alimentacién y Reto

El probidtico se administrd desde el dia del
nacimiento hasta ¢l dia 21, o ses, durante todo el
ensayo, con un volumen tal que contenfa [ x 10°
baoterias durante 3 veces al dia, utilizando pipeta
automética Sibson. 10-100pl, que se ajustd a un
volumen d¢ 50ul mas o menos 20pul,
aproximadamente. £i segundo grupo se alimentd con
el sustrato estéril en igusies dosis; el tercer grupo no
recibio ningan suplemento alimenticio y el cuarto
grupo con el producto probidtico a partir del mismo
dia que aparecieran los sintomas de diarrea, en
iguales dosis que los anteriores. Todos los grupos
que recibieron suplemento en su alimentacion o
hicieron desde el momento de su nacimiento hasta
¢l final del ensayo. Fi reto de los animales se realizo
con una dosis previamente estandarizada del
patbégeno escogido 0.5 x 10% bact/ml, sicte dias
después de su nacimiento y administrada a la mitad
de los ratones de cada uno de los grupos. Esta
cantidad fue distribuida a su vez en 4 dosis de 250ul
suministrada cada 6 horas y con ayuda de
microsonda esofagica de 0.5 mm de didmetro util.

Poder de Colonizacién

El poder de colonizacién del lactobacilo y la
inhibicién de la colonizacion del patégeno, se evalio
indirectamnente, practicando recuentos en superficie
de viables de bacterias lacticas y S, fyphimurium
de heces frescas de ratones, tanto de retados como
no retados, Las muestras se tomaron aleatoriamente
a 10 ratones por grupo, durante cada dia de los 13
dias de duracién del ensayo. Los indculos se
realizaron en superficie en MRS agar modificado
con azul de anilina (Difco laboratories) y en PCA
(Merck) respectivamente.

Anflisis Estadistico

Fl estudio estadistico en el programa Statgraphics
fise posible realizarlo luego de la construccién de una
base de datos a partir de la recopilacién de las
medidas de peso de los ratones, sobrevida y
cuantificacién del nimerc de UFC de bacterias
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lacticas y §. typhimurium, e incluyé el test de analisis
de variantes de una via, ANOVA, prueba de rangos
multiples, DUNCAN y un anélisis de estimacion de
sobrevida por Kaplan-Meier.

RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados para la identificacién final del
microorganismo fueron evaluados y comparados con
una base de datos, que permiti6 identificar el aislado

como: Lactobacillus casei subsp rhamnosus
Eleccién del Sustrato

El anélisis del desarrollo del probidtico
considerado como el sustrato elegido se resume en
la Tabla 1. Esta se disefié para hacer un analisis
comparativo de los pardmetros de fermentacion entre
los sustratos elegidos, esto es, un analisis interensayos.

En los 4 sustratos propuestos se obtuvieron
resultados con tendencia divergente y esto es lo que

s¢ esperaba, pues se trata de componentes
nutricionales heterogéneos, que se presentan en
proporciones igualmente distintas,

El aislado mostré una gran capacidad para
producir dcido lactico, pues su mayor rendimiento
luego de los anélisis en HPLC del sobrenadante del
cultivo fue de 1,97 g/g. La utilizacién de las fuentes
de carbono en la fermentacidn control fue casi total
¥y suconversion a proteinas formadas exhibié valores
del orden de 5 g/1.

Comparando los valores de proteinas en la Tabla
1, se puede facilmente apreciar que el medio melaza
- leche permite su méxima expresion, seguida de las
harinas de platano y harina de yuca con valores de
24,5, 22,3 y 17,9 g/) respectivamente. La biomasa
obtenida tuvo su pico méximo a las 48 horas de
incubacién cuando la bacteria se propagé en harina
de platano - leche, su valor fue de 40x 107 UFC/ mil;
la utilizacion de las fuentes energéticas de carbono
fueron altas para las propuestas trigo - leche y melaza
- leche, csta tltima ademds para azticares reductores,

Tabla 1. Eleccién del sustrato inter-ensayaos

TSUSTRATOS PARAMETROS DF. FERMENT ACTON SUSTRAT

ELEGIDOS o
BIOMASA | PROTEINA  [Ac. LACTICO | Az TOTAL | Az REDUCTOR |ACIDEZ ELEGIDO
UFC/ml PRODUCCION | RENDIMIENTO | CONSUMO. | ASIMILACION. | P
NETAS G, GIL GL G/

A 2 =Harina de Yuca | 96x10° 17.9 2.1 37 1.24 6.93

+ Extracto de carne

B 1 = Harina de A0 13 019 234 35 615 D1

Trigo + Leche

C 1 = Harina de 40x107 223 2.59 4.9 5.9 5.65

Plitano + Leche

D 1 = Melaza + 12x1907 24.5 0,39 20.1 6.2 6.16

Leche

ELECCION Cl Dl C1 B DI Cl

PONDERACION §25% 50% 10% 5% 5% 5% 55%

Sustrato elegido: D1 = MELAZA + LECHE
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Fuente: Esta investigacion.
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Cowmportamiento Cinético del Alslado

Una de las observaciones hechas en el andlisis
de la seleccion del sustrato mediante fermentacién
en matraz, es que el aislade presenta un crecimiento
dependiente de la composicidn del medio de cultivo.

Grafica 1
CINETICA DE CRECIM[ENTO DE Lb. casei subsp thamnosus SOBRE
MELAZA-LECHE EN REACTOR
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y: Tasa de crecimiento; td: tiempo de duplica-
cion; reactor con pH, temperatura y rpm contro-
ladas

En ta grafica | se aprecia que el aislado inicia su
crecimiento rapidamente en las primeras 7 horas,
sugiriendo que se adapta facilmente a las condiciones
del nuevo medio como caracteristica poco observada
en la etapa de latencia. Lo anterior se sustenta sobre
ia base de que el indculo a una densidad celular de
11x107 bacterias por mi. cursa posiblemente por la
fase de crecimiento exponencial y contintie asi en el
medio melaza-leche. A una tasa de crecimiento de
0.22 ¥, considerada como moderada, a un tiempo
de duplicacidn de 3,15 k el microorganismo crece
consumiendo paralelamente los aztcares
fermentables de una forma exiremadamente alta
hasta su agotamiento a las 10 horas de incubacion,
como se observa en ta grafica 2.

La curva ascendente wmestra la produccion de
acido lactico y la curva descendente el consumo de
azicares. Se aprecia ademas que la produccién de
acido lactico se incrementa simultineamente al
consumo de azicares, su aumento se da hasta ¢l
agotamiento del aziicar en el medio, incluso luego
del crecimiento celular se contintia produciendo este
metabolito. De acuerdo a las anteriores
observaciones se puede clasificar la fermentacion
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Girdfica 2
CONSUMO DI AZUCARES Y PRODUCCION DE ACIDO LACTICO
subsp rhamnosus SOBRE MEDIO MELAZA-LECHE EN
CONTROL DI pH
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como in batch tipe 1, pues la formacién de 4cido
lactico deriva directamente del metabolismo primario
utilizade para la produccidén de energia. El
crecimiento, el catabolismo del carbohidrato y la
formacion del producto se llevan a cabo casi en
paralelo, esto sugiere que los eventos de idiofase
{fase de formacion de producto) y trofofase (fase
de crecimiento) ocurren sin separarse en el tiempo,
siguiendo rutas metabolicas primarias.

Antagonismo Bacterial in vitro

El grado de antagonismo del aislado sobre los
enteropatdgenos, se resurne en la tabla 2

Tabla 2 Grado de antagonisme in vifre de L.
casel subsp rhamnosus sobre cepas indicadoras

de inhkibicién por el método de Tagg, LK., o de
los micropocillos.

Bacterias Indicadoras de Inhibicidn | Grado de Antagonisme
Salmonelia typhimurium + + +
¥ibrio cholerae ++
Yersinia enterocolitica ++++
Helicobacter pylori + 44k
Shigella boydii + A

La determinacion del efecto antagonico del

producto fermentado dio muestras evidentes de
inhibicién de las 5 cepas enteropatogenas por ¢l
método de los micropocilios, mas no de la misma
manera por la técnica de los discos de agar. Los
mejores efectos antagdnicos in vifro del probidtico
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sobre las cepas patégenas de referencia se
muestran en las Fotos 2 y 3.

Foto 2. Arriba: Antagonismoe microbial sobre
Shigella boydii. Foto 3. Abajo: Capacidad antaginica
sobre Helicobacter pylori

Deteccién de Actividad
Bacteriocinogénica del Probioético

L.a bacteriocina presente en el sobrenadante del
centrifugado del probidtico y ajustado el pH a 6,0
siguié mostrando actividad inhibitoria residual con
relacion al sobrenadante de la bacteriocina cruda,
en todos los casos. Dicho de otra manera, el extracto
crudo del sobrenadante suplementado con catalasa
y ajustado el pH a 6,0 no modificé los resultados de
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inhibicion residual, lo que sugiere entonces, que la
actividad inhibitoria del probiético no puede ser solo
atribuida al peréxido de hidrogeno o al 4cido ldctico,
sino también a las bacteriocinas en mayor grado. Se
pudo observar que los halos de inhibicién se
definieron mejor que en los analisis de antagonismo
in vitro, debido probablemente al efecto de la
bacteriocina concentrada por liofilizacién.

Proteccion Intestinal Contra 8. typhimurium
por Cultives Prebidtices en Modelo Murine,

El ensayo de proteccidn intestinal contra S.
typhimurium a través del producto probiético fue la
actividad que revistié la mayor importancia del
presente trabajo, ya que conduce a probar la hipdtesis
con hechos que se dieron en el estudio in vivo.

Grafica 3.
G mnancia pramedio de peso enratones
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En la gréfica 3 se observan diferencias en promedio
de peso entre ratones retados en los tres grupos. El
grupo de mayor peso promedio es el tratado con
probidticos 13,7 g, luego el grupo tratado con
sustrato 10,15 g y por ultimo el grupo lactado con
5,32g, al final del ensayo. Estas diferencias son
estadisticamente significantes con una P= 0,00, Los
promedios de pesos entre no retados son mayores
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en los tres grupos, comparados con los de inoculados.
Se puede aseverar que hubo una pérdida de peso
promedio en los dos grupos de tratamientos luego
del indculo con S. typhimurium a los 7 dias de
nacidos, los ratones infectados con sintomas de
diarrea perdieron peso hasta un dia posterior al
tratamiento con probidticos, esto es, presencia de
diarrea y pérdida de peso durante dos dias post-
indculo. Luego hubo una ganancia gradual de peso
promedio mayor en el grupo tratado con probiotico
como medida terapéutica, en comparacion al grupo
de ratones control. Las diferencias de pesos promedio
a los 21 dias del ensayo fueron estadisticamente
significativas, P menor de 0.05, lo que lleva a concluir
que el efecto terapéutico del probidtico se manifestd
en la recuperacion y la ganancia de peso observada
luego del proceso infeccioso, en comparacion al
grupo lactado como control. Los pesos promedio al
final del ensayo fueron 7,8 g y 5,3 g para los grupos
tratados vy no tratados con ptobidticos
respectivamente.

Peder de colonizacidn de L. casei subsp
rhamnosus v S. fyphimurium en heces murinas

En la grafica 4 se aprecia que al siguiente dia
post-reto se presenta un pico de infeccidn por S
typhimurium, coincidiendo con los sintomas de
diarrea y pérdida de peso observados entre el octavo
y décimo dia del ensayo. Lo anterior permite aseverar
que la colonizacidén por S typhimurium solo se
manifestd en los recuentos promedios de las muestras
de heces de los ratones retados dos diag post-reto,
sugiriendo que existe una proteccién de la
colonizacién de S. typhimurium en los siguientes dias
del ensayo en el grupo tratado con probiético, lo que
no sucede con el grupo contro! o de ratones lactados,
en los cuales el promedio de recuentos de UFC de S
fyphimurium /g de heces en los siguientes dias post
in6culo tuvo su expresion maxima en el dia 13 con
1,2x107 UFC/g de heces, cayendo gradualmente hasta
el dia 13, dia de la muerte de los ratones.

CONCLUSIONES

De la cinética de crecimiento de Lactobacillus
casei subsp rhamnosus en melaza-leche se puede
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conchuir que la tasa de crecimiento fue de 0.22 h'';
el tiempo de duplicacion 3,15 h y el tiempo de cosecha
7 h.

El 4cido lactico se incrementa simultdneamente
al consumo de azticares v hasta su agotamiento. De
acuerdo a la anterior observacion y el
comportamiento cinético def aislado, se clasifica la
fermentacién como in batch tipo I, en la que los
eventos de idiofase y trofofase ocurren sin separarse
en el tiempo.

 Elefecto antagénico del producto fermentado por
el método de los micropocillos dio muestras evidentes
de inhibicion de S. typhimurium, H. pylori, Y.
enterocolitica y Sh. boydii, y en un menor grado ¥,
cholerae. Sin embargo no ast por el método de los
discos de agar, donde solo fueron observados
pequefios halos de inhibicion del crecimiento de V
cholerae y Y. enterocolitica.

La bacteriocina concentrada por lofilizacion,
suplementada con catalasa y ajustando ¢l pH a 6,0
mostrd pequefios cambios en su actividad inhibitoria
residual, en comparacién a los obtenidos con la
bacteriocina cruda para los 5 patogenos estudiados,
lo que sugiere entonces, que la actividad inhibitoria
del probidtico no puede ser solo atribuida al peréxido
de hidrogeno o al dcido lactico, sino también a las
bacteriocinas en mayor grado.

La sobrevida del grupo tratado con probidtico fue
mayor que la de los grupos control, pues asi lo
confirma el ANOVA mostrando una P < 0.05.
Pudiendo concluir entonces que el probidtico tiene
un efecto protector en ratones contra la cepa
patogena de S. typhimurium.

El beneficio del probiético se observa en forma
contundente en los animales protegidos y retados,
pues tuvieron ganancia de peso similar al grupo
control, pudiéndose afirmar que la ausencia del reto
y la proteccién con probidticos favorecen el
crecimiento y desarrollo de los animales de manera
significativa.

El efecto protector o profilactico del probidtico,
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es mucho mas eficaz que el efecto terapéutico, pues
solo el 10% de los ratones murieron, en comparacién
del 60 % observado cuado se hizo uso del probidtico
iuego del reto. La medida terapéutica tomada en el
estado dlgido de la infeccion diarréica, obro de manera
positiva, manifestandose en la inhibicién de la
colonizacion de S. typhimurium, desaparicién de la
diarrea, ganancia promedio de peso, mds no de la

‘restauracion del equilibrio de la microbiota fictica
normal.

1
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