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Abreviaturas

AGCC: Acidos grasos de cadena corta

ARNmMm: Acido ribonucleico mensajero
BAL:'Bacterias acido lacticas

BER: Ritmos€eléctrico basico

CD: Células dendriticas

ETEC: Escherichia coli‘entero toxigénica

GALT: Tejido linfoide dela'mucosa gastrointestinal
ICC: Células intersticiales de*Cajal

ICD: Infeccion por Clostridiam. difficile

MALT: Tejido linfatico relacionade con la mucosa.
MMC: Complejo motor migratorio (migrating‘metor complex)
MRS: Man Rogosa Sharp

SNE: Sistema nervioso entérico

STC: Estrefiimiento de transito lento

TGI: Tracto gastrointestinal

TLR: Receptor Toll

UFC: Unidades formadoras de colonias



Glosario de términos

Antibidtico: Molécula natural (producida por un organismo vivo, hongo o
bacteria), sintética o semisintética, capaz de inducir la muerte o la detencién del

crecimiento de bacterias, virus u hongos.

Constipacion; Retardo o la incapacidad en la defecacion, por un periodo de

mas de dos semanas.

Diarrea: Deposicion;tfres o mas veces al dia (o0 con una frecuencia mayor que

la normal para la persona) de heces sueltas o liquidas.

Dieta: "Régimen de vida"..Pauta que una persona sigue en el consumo

habitual de alimentos.

Disbiosis: Desequilibrio de’la microbiota intestinal.

Estreflimiento: Trastorno caracterizado™por una dificultad persistente para
defecar o una sensacién de que-la~defeCacion es aparentemente incompleta
y/o movimientos intestinales infreCuentes (Cada 3-4 dias o con menor

frecuencia) en ausencia de sintomas de alarma secundarias.

Farmaco: Agente quimico que afecta el protoplasma de arganismos vivos

Fermentacion: Proceso en que los microorganismos producen:metabolismos o
biomasa, a partir de la utilizacion de sustancias organicas_‘enh_ausencia o

presencia de oxigeno.

Gnotobidtico: Animales con una microbiota conocida, que se han obtenido a
partir de animales libres de microorganismos. Se utilizan para el estudio de las

funciones de la microbiota normal.
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Metabolismo: Conjunto de reacciones acopladas y simultaneas, en la que se

sintetiza y degradan compuestos necesarios en los organismos.

Microbiota intestinal: Microorganismos vivos (bacterias, arqueas, hongos,

protezoos y virus) que habitan en el tracto gastrointestinal.

Patobionte: Microorganismos enddgenos benignos que tienen la capacidad,
en condiCiones de un ecosistema alterado (disbiosis), de provocar

determinadas patelogias.

Prebiotico: Ingredientes dietéticos fermentados selectivamente que resultan
en cambios especificos”.en el consumo y / o actividad de la microbiota

gastrointestinal, lo que confiere beneficios a la salud del huésped.

Probidtico: microorganismos Vvivos, cuando son administrados en cantidades

adecuadas confieren benefigioa la salud del huésped.
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Resumen

La administracion de antibidticos disminuye la riqueza y diversidad de la
microbiota intestinal, y el uso de probidticos puede mitigar la disbiosis,
favoreciendo la recuperacion de los microorganismos benéficos. El objetivo del
estudio fue aislar y caracterizar una cepa de Lactobacillus sp y evaluar su
efecto después de la administracion de un tratamiento con antibiéticos en
ratones Balb/¢;.se seleccionaron 6 colonias de Lactobacillus sp y se realiz6 la
caracterizacion. ‘Posteriormente, se realizé un disefio experimental con 4
grupos de ratones Balb/c (n= 8): Solucion salina (SS), Probidtico (P), Antibidtico
(A) y antibiotico-probiotice™(A-P). El grupo P, recibié probidtico durante dos
semanas, el grupo A, una“mezcla de antibidticos (ampicilina, metronidazol,
gentamicina y vancomicina) durante'4 semanas. El grupo A-P recibid el mismo
tratamiento antibidtico y( enseguida,. Lactobacillus plantarum durante 2
semanas. Todas las administraciones fueron por via oral. Se aplico la prueba
de ANOVA y se consider6 una diferencia significativa entre los grupos p< 0.05.
Resultados: Se identifico una cepa de Lactobacillus plantarum. El grupo tratado
con antibiéticos (A) disminuyo el nimero de UFC/g.en heces, la frecuencia de
evacuacion, y el tiempo de motilidad colonica. /Cambios revertidos al
administrar la cepa de Lactobacillus plantarum, en los grupos A-P. Conclusion:
la administracion del antibiético disminuyé significativamente el numero de
Lactobacillus sp, en heces del raton Balb/c, y se recuperd répidamente de
manera significativa posterior a la administracién del probiético. a motilidad
intestinal se normalizo, al igual que el porcentaje de humedad en. heces

posterior al tratamiento con Lactobacillus plantarum.
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Abstract

The administration of antibiotics reduces the richness and diversity of the
intestinal microbiota, and the use of probiotics can mitigate dysbiosis, favoring
the recovery of beneficial microorganisms. The aim of the study was to isolate
and characterize a strain of Lactobacillus sp and to evaluate its effect after
administration of antibiotic treatment in Balb/c mice, 6 Lactobacillus sp colonies
were selected _and characterization was performed. Subsequently, an
experimental design.was carried out with 4 groups of Balb / ¢ mice (n = 8):
Saline solution (SS);-Probiotic (P), Antibiotic (A) and antibiotic-probiotic (A-P).
Group P received probiotie for two weeks, group A, a mixture of antitibiotics
(ampicillin, metronidazole, 'gentamicin and vancomycin) for 4 weeks. The A-P
group received the same’ antibiotic.treatment and then Lactobacillus plantarum
for 2 weeks. All administrations were oral. The ANOVA test was applied and a
significant difference between the.groups efp< 0.05 was considered. Results: A
strain of Lactobacillus plantarum~was “identified. The group treated with
antibiotics (A) decreased the number of CFY_[ g in stool, the frequency of
evacuation, and the time of colonic motilitys” Reversed changes when
administering the Lactobacillus plantarum strain, in groups A-P. Conclusion: the
administration of the antibiotic significantly decreased the number of
Lactobacillus sp, in feces of the Balb / ¢ mouse, and recevered significantly
after the administration of the probiotic significantly. Intestinal“motility was
normalized, as was the percentage of moisture in the faeces after‘treatment

with Lactobacillus plantarum.



1. INTRODUCCION

1.1. Sistema digestivo

El_sistema digestivo del organismo que procesa la comida, extrae nutrimentos

de ellay elimina los residuos. Realiza esto en cinco etapas:

1. Ingestion: la introduccion selectiva de alimentos en el cuerpo.

2. Digestién.. el desdoblamiento mecénico (cortar y moler) y quimico
(reacciones_de hidrolisis) de los alimentos en una forma estable para el
cuerpo.

3. Absorcion: la reeaptura de moléculas de nutrimentos en las células
epiteliales del tubodigestivo y luego en la sangre o linfa. Algunos
nutrimentos son absorbidos sin digerirse: vitaminas, aminoacidos libres,
minerales, colesteroly aguas

4. Compactacion: absorcion de agua y consolidacion del residuo indigerible
en heces.

5. Defecacion: eliminacion de heces (Kenneth, 2017).

1.2. Motilidad intestinal

El transito intestinal es la consecuencia funcional-de las contracciones
intestinales tonicas y fasicas, y se refleja en el tiempo que tardan los
contenidos intraluminales en atravesar el tracto gastreintestinal (Dimidi,
Christodoulides, Scott, & Whelan, 2017). La actividad peristaltica puede
aumentar o disminuir por los impulsos nerviosos autbnomos que- llegan al
intestino. El estiramiento local libera serotonina, la que activa a las neuronas
sensoriales que a su vez activan al plexo mientérico. Las neuronas colinérgicas

gue siguen una direccion retrograda en este plexo activan a las neuronas que



liberan la sustancia P y la acetilcolina, causando contraccion del musculo liso.
Al mismo tiempo, las neuronas colinérgicas que pasan en una direccidon
anterograda activan a las neuronas que secretan 6xido nitrico (NO), polipéptido
intestinal vaso activo (VIP) y trifosfato de adenosina (ATP), produciendo la

relajacion adelante del estimulo (Ganong & Barrett, 2012).

1.2.1. Segmentacion y mezcla

Cuando un alimento esta presente en el intestino, el sistema nervioso entérico
retarda el movimiento del contenido intestinal a lo largo del tubo digestivo para
dar tiempo a la digéstion y a la absorcion; a esto, se le conoce como
segmentacion y permitesla’mezcla del contenido intestinal (conocido como
quimo) con los jugos digestivos. Un segmento del intestino se contrae en
ambos extremos y luego-ecurre\una segunda contraccion en el centro del
segmento para forzar el desplazamientoe-del quimo hacia atras y hacia delante.
Por consiguiente, a diferencia del peristaltismo, en la segmentacion se presenta
movimiento retrégrado del quimo_de manera sistematica (Greenwood-Van

Meerveld, Johnson, & Grundy, 2017).

1.2.2. Motilidad colénica

La motilidad de este segmento disminuye su velocidad \para permitir que el
colon absorba agua, Na+ y otros minerales. Al absorber casi 90% del liquido,
las heces suelen constar de casi 75 % agua y 25 % solidos. LeS\solidos son
casi 30 % bacterias, 30 % fibra dietética no digerida, 10 a 20 %-de.grasa y
pequefias cantidades de proteinas, células epiteliales desprendidas, sales,
moco Yy otras secreciones digestivas (Ganong & Barrett, 2012; Kenneth, 2017).

Los movimientos del colon incluyen las contracciones de segmentacion y ondas



peristalticas, para facilitar la absorcion. Estas contracciones desplazan el
material hacia el recto, y la distension rectal inicia el reflejo de defecacion

(Ganong & Barrett, 2012).

1.2.3. Factores regulan la motilidad intestinal

El contrel neural aferente y eferente se proporciona a través de la interaccion
del intestine_con el sistema nervioso central (SNC) a través de neuronas
somaticas o auténomas [sistema nervioso autobnomo (SNA)], y la comunicacién
entre diferentes ‘partes del intestino se logra mediante la transmision de
miogénico y sefiales neurogénicas a lo largo del intestino a través del sistema
nervioso entérico (SNE)Y y_mediante arcos reflejos a través de neuronas
autonomas. Simultdneamente;» el sistema inmunitario, las secreciones
intestinales, la microbiota—~gastrointestinal y los productos de fermentacion

interactian y modulan la motilidad intestinal (Dimidi et al., 2017)

1.3. Defecacién

Es el acto de expulsar las heces del tracto digestivo a través del ano. Es una
funcibn compleja que requiere una participacién. coordinada del sistema
gastrointestinal, el sistema nervioso y el sistema museulo esquelético (Palit,
Lunniss, & Scott, 2012). La frecuencia de defecacion dentro de un periodo de
24 horas varia segun la edad y la dieta. La defecacion €S necesaria para
expulsar del cuerpo porciones no digeridas de alimentos ademas“de productos
de desecho metabdlico como la estercobilina en forma de heces:Las heces
también contienen bacterias y restos celulares del tracto gastrointestinal

(Ganong & Barrett, 2012).



1.3.1. Mecanismo de defecacion

El llenado rectal activa los mecanorreceptores en la pared rectal causando
conciencia de la necesidad de defecar. En este momento, la contraccién de los
musculos abdominales se relaja, simultaneamente el esfinter anal externo y el
musculo_puborectal expulsan las heces del cuerpo debido al gradiente de
presion generado entre el recto y el canal anal. Después de la expulsion fecal,
se produce ekreflejo de cierre, que implica que el esfinter anal externo recupera
Su tono para mantener la continencia en reposo (Palit et al., 2012; Thiruppathy,

Mason, Akbari, Raebutm, & Emmanuel, 2017).

1.3.2. Disfuncion de la motilidad gastrointestinal

Una de las disfunciones_.de la motilidad puede ser reflejada por diarrea y/o

estrefiimiento:

La diarrea es un aumento en/la_frecuencia, liquidez o volumen de las heces.
Subcategoriza en los siguientes~tipos: Secretor (infeccioso), osmatico,
inflamatorio y funcional. Se desconoce su etiologia exacta, pero puede implicar
alteraciones en la microbiota del intestino ademas-del rapido tiempo de transito
de los contenidos a través del tracto digestivo. (Basnayake, 2018; Lacy & Patel,
2017; Mawer & Alhawaj, 2019; Sweetser, 2012) MientraS'que, el estrefiimiento
implica una disminucion en la frecuencia de defecacion, «que’ generalmente
ocurre 3 0 menos veces por semana. Esto puede conducir al‘endurecimiento
de las heces y al esfuerzo al intentar la defecacion. Siendo,un efecto
secundario de muchos medicamentos; ser el resultado de una dieta(baja en
fiora o trastornos que interrumpen las contracciones musculares

necesariamente coordinadas para la defecacion (Jamshed, Lee, & Olden,



2011). Ademas de la disfuncién del muasculo liso del colon o inervacién neural,

lo que resulta en anomalias motoras del colon neural (Dimidi et al., 2017).

4. Sistema nervioso entérico

Dos-redes principales de fibras nerviosas son intrinsecas al tubo digestivo: el
plexo mioentérico (plexo de Auerbach), y el plexo submucoso (plexo de
Meissner), spor. lo general aumenta la actividad del muasculo liso intestinal y
reduce la actividad noradrenérgica simpatica a la vez que produce la
contraccion de los” esfinteres. (Romero-Trujillo et al., 2012). EI SNE puede
funcionar independientemente del SNC y contiene las vias reflejas asociadas
con la funcién motora y sensorial normal del intestino. Ademas, los productos
metabdlicos de la fermentacién-gastrointestinal de microbiota, como los AGCC
(acidos grasos de cadena-corta)\0 los péptidos pueden estimular la SNE y
afectar el transito intestinal’ ;Tambi€n, se ha demostrado que el sistema
neuroendocrino del intestino interactda /con la microbiota a través de la
serotonina [5-hidroxitriptamina (5-HT)]. El 6-HT se produce tanto en el SNE
como en el SNC y es un neurotransmisor clave que desempefia un papel
fundamental en la mediacion de las respuestas (motoras y secretoras en el
SNE. La 5-HT estimula los reflejos nerviosos entéricos /locales para iniciar la
secrecion y la motilidad propulsora y actia sobre los aferentes vagales para

modular las actividades contractiles (Dimidi et al., 2017).

1.5. Sistemainmune intestinal

El tejido linfoide a la mucosa gastrointestinal (GALT) se clasifica en (difuso y
organizado. El organizado esta conformado por placas de Peyer, los ganglios

linfaticos mesentéricos y los foliculos linfoides de la pared intestinal. El difuso



por su parte, es un sistema no organizado de células individuales distribuidas a
lo largo del tubo digestivo: linfocitos intraepiteliales, células M y el propio

€nterocito (Ahluwalia, Magnusson, & Ohman, 2017).

15.¥ Sistemainmune innato

Es el sistema de defensas que nos protege de manera inespecifica contra los
microorganiSmos, constituye la primera linea de defensa frente a bacterias
gastrointestinales)y sus metabolitos. Esta conformado por un mecanismo de la
inmunidad constitutiva (procesos mecanicos con los movimientos peristalticos y
la integridad de la barrera epitelial) y respuestas innatas (enzimas, proteinas,
antimicrobianos, sistema“del_complemento y diferentes tipos celulares como
células dendriticas (CD), maeréfagos, células linfoides innatas (ILC) y el propio
enterocito) (Ahluwalia etal«220175 Smolinska, Groeger, & O’Mahony, 2017). El
macroéfago favorece la produccion de”péptidos antimicrobianos importantes en
el mantenimiento del equilibrio .entre_la barrera epitelial y las bacterias
comensales. El enterocito, aunque_no es”un_miembro del sistema inmune
innato, posee funciones de barrera, de proddccion y secrecion de péptidos
antimicrobianos, y se ha visto que la microbiota comensal de intestino regula la
expresion de dichos péptidos Y la produccién de(mucina por las células
caliciformes es favorecida por la presencia de ciertos bacilos. (Smolinska et al.,

2017).

1.5.2. Sistema inmune adaptativo

Tiene como objetivo la proteccion a largo plazo, a través del desarrollo ‘de la
memoria inmunologica, permitiendo una respuesta mejor y eficaz. En el tubo

digestivo, las células reciben sefiales del sistema inmune innato para difundir la



respuesta por parte de los linfocitos ante la presencia de microorganismos
comensales y sus metabolitos, para evitar dafios en el organismo. Esto se
desarrolla a través de la inmunidad humoral (linfocito B y su produccion de
anticuerpos y linfocito T). El epitelio intestinal contiene una numerosa poblacién
de linfacitos llamados intraepiteliales, los cuales se encuentran distribuidos a lo
largo del tdbo digestivo adyacentes al enterocito. Debido a esto, tiene contacto
directo con (los~antigenos luminales. Siendo importante en la funcion del
mantenimiento 'y proteccion de la barrera intestinal, ademas de participar en la
generacion de la funcién reguladora de otras células (Steinert, Radulovic, &
Niess, 2016). Los linfocitos B, limitan la agresividad de las respuestas
inflamatorias, favoreciendog/un ambiente tolerogénico a través de la produccion
de interleucina 10 (IL1Q)» e“lgA. Los lactobacilos intestinales favorecen la
produccion de IgA por los Jinfocitos Be«de la lamina propia y las placas de Peyer.
La IgA tiene la capacidad de-unirseg¢a ciertos componentes de la microbiota
regulando asi su adherencia a las células epiteliales, neutralizando sus toxinas
y modulando la respuesta inflamatoria (Frei, Akdis, & O’Mahony, 2015;

Sampson et al., 2018).

Estas propiedades permiten un aumento en la diversidad de la microbiota
reforzando asi la relaciéon de simbiosis entre la microbiota,y el hospedero. Por
altimo, las células Natural Killer, consideradas mediaderes' centrales de
inflamacion, bajo la influencia de la microbiota y algunos de susymetabolitos
pueden ejercer propiedades antiinflamatorias. Observado en laEigura 1.

(Ahluwalia et al., 2017; Steinert et al., 2016).
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Figura 1. Influencia de la_microbiota en la tolerancia inmune y adaptativa.
Fuente: Sampson et al., 2018¢

1.6. Microbiota intestinal

El tracto gastrointestinal constituye el hogar de una enorme y compleja
poblacion de bacterias, conocida e€omo microbiota intestinal, esta comunidad
interactiva de microorganismos vivos que habitan en el tracto gastrointestinal,
se encuentra constituida por bacterias, células eu€ariotas y virus; caracterizada
por su diversidad y significativa funcibn de homeostasis_y participacion en la
inmunidad del intestino, lo que resulta de gran impacte.'sobre la salud (Cui,
Morris, & Ghedin, 2013). Ademas, estos comensales contribuyen de manera
importante en muchos procesos fisiologicos: digestion, produccion de

nutrientes, entre otros.

El TGI humano alberga cerca de 100 trillones de microorganismos, la mayoria
a nivel del colon, donde la densidad es de cerca de 102 bacterias por gramo

del contenido coldnico. Pertenecen a 6-10 diferentes filos y cerca de 5000
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especies. Aunque las especies residentes varian de un individuo a otro, solo un
individuo contiene aproximadamente 160 especies diferentes. El intestino
grueso alberga casi 800 especies de bacterias (Milani, Duranti, Bottacini,

Casey, Turroni, Mahony, Belzer, Delgado Palacio, et al., 2017).

El principal filo bacteriano que se detecta en las heces son Bacteroidetes y
Firmicutes. Los géneros clave dentro de Bacteroidetesphyla incluyen Alistipes,
Bacteroides y,Prevotella y los géneros clave dentro de Firmicutesphyla incluyen
Enterococcus, Kactebacillus, Coprococcus, Dorea, Blautia, Roseburia,
Ruminococcus y Faecalibacterium. Otros filos de menor abundancia que
residen en el tractaz>“gastrointestinal humano incluyen Actinobacteria
(Bifidobacterium),  Verrueomicrobia  (Akkermansia) 'y  Proteobacteria
(Escherichia) (Milani, Buranti, Bottacini, Casey, Turroni, Mahony, Belzer,

Delgado Palacio, et al., 2017).

Las bacterias intestinales predominantes parecen ser relativamente estables en
el tiempo en adultos. Sin embargo, les_.estudios observacionales han
demostrado la variabilidad inter e intraindividual en la composicién de la
microbiota intestinal, que puede ocurrir secundariamente a factores externos
como la edad, el sexo entre 9 y 11 afios, antibidticos{ enfermedades y la dieta
(Power, O'Toole, Stanton, Ross, & Fitzgerald, 2014). Existe una relacion de
beneficio mutuo con muchas de ellas; se les proporciona espacio y sustento v,
a cambio, proporcionan nutrimentos de la comida, aquellos para los que el
cuerpo humano no tiene el equipo necesario para extraerlos por su ‘cuenta. Por
ejemplo, digieren celulosa, pectina y otros polisacaridos vegetales paralos
cuales no hay enzimas digestivas, y se absorben los azlcares resultantes.

Debido a estas bacterias se obtienen mas nutrimentos del alimento de los que



se obtendrian sin ellas. Por cierto, una persona puede obtener mas calorias
que otra de la misma cantidad de comida debido a diferencias en su poblacién
bacteriana. Algunas bacterias también sintetizan vitaminas B y vitamina K, que
se.absorben en el colon. La vitamina K es muy importante porque, en general,
la sola‘)dieta no proporciona la cantidad suficiente para asegurar una

coagulaciomadecuada.

Existen muches_factores ambientales que contribuyen a la composiciéon tan
variable de la microbiota intestinal entre individuos. Los que se han estudiado
son la duracién delCembarazo, la via de nacimiento, el tipo de alimentacion
(principalmente en los primeros afios de vida), el nimero de hermanos, el estilo
de vida, el uso de ciertes’ farmacos como los antibidticos, antiacidos e
inhibidores de la bombasde protones. El momento en que inicia la colonizacion
bacteriana es el punto clave para’la farmacion inmunoldgica; se cree que esta
transmision de microbios se/inicia al-final del embarazo, ya que algunos
estudios han demostrado que el'meeonio”contiene bacterias Gram positivas y
Gram negativas, y continda en el momento del parto (Milani, Duranti, Bottacini,
Casey, Turroni, Mahony, Belzer, Palacio, et al., 2017). De hecho, la ausencia
de microbiota bacteriana durante este punto clave .se ha asociado con el
desarrollo de enfermedades como obesidad, diabetes mellitus (DM) tipo 2 e
hipertension arterial, asi como enfermedades autoinmunes y.alergias. El tipo de
alimentacion es otro factor importante, dietas ricas en grasa y azdcar alteran la
composicion y diversidad de la microbiota, afectando asi a la preduccion de
acidos grasos de cadena corta (AGCC), indispensables en el proceso de

maduracién del sistema inmune intestinal. En pacientes obesos se ha
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observado una relacion Bacteroidetes/ Firmicutes disminuida (Azad, Kalam,

Sarker, Li, & Yin, 2018).

lsa,interaccion entre la microbiota intestinal y la mucosa intestinal tiene un papel
bien/ establecido en la homeostasis del huésped, y la presencia de
enfermedades se ha asociado con cambios o desequilibrio en la composicion y
funcién de!la, microbiota intestinal. Por ejemplo, se sabe que la infeccién por
Clostridium difficile (ICD) constituye una de las infecciones nosocomiales mas
frecuentes; siendo uma bacteria gram positiva anaerobia que germina en un
estado de disbiosisCpor ejemplo después de un tratamiento transitorio con
antibioticos lo cual le<pteporciona el nicho ecolégico adecuado para su
expansion. En condiciones.normales C. difficile se encuentra en el 50% de
nifos sanos. Generalmente, la_mierobiota normal impide la proliferacion de
Clostridium mediante el/f agotamiento de nutrientes tales como N-
acetilglucosamina y acido N-Acetil neuraminico de la mucosa intestinal, y la
transformacion de &cidos biliares- de, sectindarios a primarios. La ICD puede
manifestarse por diarrea y evolucionar a cuadross«graves con complicaciones de
colitis pseudomembranosa, megacolon toxico y perforacion con sepsis (Ng et

al., 2013).

1.6.1. Barrera microbiana

Cuando los microorganismos patdogenos ingresan al lumeén) intestinal se
encuentran con una extensa poblacion de microorganismos que ‘constituyen la
microbiota intestinal. Dado que estos microorganismos viven en equilibrio con
las células del epitelio intestinal, las bacterias patégenas deben competir con

ellos para lograr subsistir en la luz del intestino. En la mayor parte de los casos
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el microbioma tiene éxito al evitar la colonizacion patdégena, de ahi que muchas
de las infecciones gastrointestinales ocurran como consecuencia de una
perdida de la microbiota intestinal normal (Malago, 2014). Se ha documentado
que’L. rhamnosus y L. casei evitan la adhesion de Escherichia coli y especies
de Salmonella a través de su union a carbohidrato. Ademas de competir por los
sitios de, Unidén, las bacterias patdgenas compiten por los nutrientes. Por
ejemplo, los¢{Lactobacillus se alimentan de carbohidratos simples derivados del
metabolismo dercarbohidratos complejos, o que permite que se asienten en
zonas especificas del tracto gastrointestinal donde compiten con las bacterias
patdgenas. Especies# especificas de lactobacilos como Lactobacillus
acidophilus y plantarum, pueden metabolizar carbohidratos mas complejos,
como fructanos, extendiendo ‘el nicho de colonizacién. Las bifidobacterias, por
su parte son capaces de utilizar fibra dietética como fuente de energia, lo cual
les permite colonizar una -mayor extension del colon donde inhiben las
infecciones bacterianas. Comb ‘consecuencia de la fermentacion de
carbohidratos, la microbiota produce acidos organicos que disminuyen el pH
intestinal creando una barrera acida para los mieroorganismos patdgenos. Esta
acidez es bactericida para especies de E. coli, Shigella y Salmonella, asi como
Vibrio cholerae. Ademas, a través del reconocimiento pordes TLR, la microbiota
es capaz de aumentar la expresion de moléculas como claudina, ocludina y
zonulaoccludens, importantes en la formacion de las uniones estrechas

epiteliales.(Frei et al., 2015)

La microbiota intestinal interactia con el sistema inmune de la (mucosa
intestinal a diferentes niveles para generar la induccién de la tolerancia.,Los

metabolitos derivados de la microbiota inducen la activacion del inflamasoma
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en las células epiteliales, favoreciendo la liberacion de IL-18 y la secrecion de
péptidos antimicrobianos (AMP), incrementando la barrera intestinal. Las IL-C3
producen IL-22, que incrementa la barrera epitelial a través de la produccion de
moco Yy péptidos antimicrobianos. La IL-1b derivada de los macréfagos
promueve la produccién del factor estimulante de colonias de granulocitos-
monocitos(a, través de las ILC-3, favoreciendo una mayor secrecion de IL-10 y
acido retinoico Jar través de las CD, que son esenciales para la induccién de
células B reguladoras (Breg) (linfocitos Breg) y linfocitos Treg. Las CD de la
mucosa pueden ser _Jactivadas directamente por los metabolitos de la
microbiota, como los AGCC vy la histamina, a través de receptores acoplados a
proteinas G. los ligandosderivados de las bacterias pueden activar la CD
directamente a través de los receptores de patrones de reconocimiento,
especialmente los TLR-2+Los macréfagos de la mucosa secretan también
grandes cantidades de IL-10-contribuyendo igualmente a los estados de
tolerancia. La microbiota también(tiene efectos directos sobre las células Breg y
Treg. Los AGCC y la histamina promueven Ja diferenciacion hacia células
reguladoras y la activacién de TLR-9 en los Breg, favorece mayor produccion

de IL-10fig (Abrahamsson, Wu, & Jenmalm, 2015; Frei et al., 2015)

Ademas de los mecanismos ya comentados, la microbiota\es fuente de un gran
namero de metabolitos que contribuyen al desarrollo y regulacién del sistema
inmune a través de sus efectos sobre la diferenciacion, proliferacién, migracion
y funciones efectoras. Los acidos grasos insaturados omega 3 y oméega 4 son
sustancias que actian como fuente de energia, pero también regulan fdnciones
del sistema inmune. Omega 6 estimula la expresién de proteinas importantes

en las uniones estrechas del epitelio intestinal, mejorando asi la funcién de
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barrera. Ademas, puede inhibir la expresion de un factor nuclear potenciador de
las cadenas ligeras Kappa de células B activadas (NFkB) a través de la via
MEK-ERK. Por su parte, omega 3 puede inhibir la activacién del inflamasoma
endos macrofagos. Esta caracteristica le confieren propiedades antialérgicas y
antinflamatorias(Costantini, Molinari, Farinon, & Merendino, 2017). Los AGCC
(acetato, ,prepionato y butirato), por su parte, regulan el funcionamiento de las
CD favoreciendorsu capacidad fagocitica y disminuyen en su funcion efectora
de tipo Th2. Especificamente el butirato y el propionato han demostrado inducir
la diferenciacion de los linfocitos T reguladores. Estos acidos grasos provienen
de la fermentacion deasypolisacaridos, principalmente por parte de especies
de clostridia, bacteroidetes;\firmicutes y Bifidobacteria (Shibata, Kunisawa, &

Kiyono, 2017).

Las bacterias comensales del intestino pueden sintetizar vitaminas esenciales
como la vitamina K y las pertenecientessa‘la familia del complejo B. Ademas de
sus funciones como nutrientes sesenciales, las vitaminas también han
demostrado tener efectos inmuno-reguladores«Les linfocitos Treg, por ejemplo,
expresan receptores para la vitamina B9. Estd demostrado ser indispensable
en la supervivencia de linfocitos Treg, ademas de participar en el proceso de
inmuno vigilancia a nivel intestinal a través de las células\T invariantes. Se ha
demostrado, ademas, que la deficiencia de folato con lleva a'un estado de

inflamacion intestinal (Costantini et al., 2017; Shibata et al., 2017):

Por ultimo, siete de los 20 aminoacidos esenciales son metabolizados por
bacterias comensales: alanina, aspartato, cisteina, glutamato, acido glutamico,
glicina y triptéfano. Muchos autores han demostrado la potencial influencia de

los aminoacidos esenciales en el desarrollo, homeostasis y funcionamiento del
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sistema inmune. La melanina, por ejemplo, es un metabolito del L-triptéfano
que previene la produccidn de las citocinas inflamatorias. La glutamina tiene la
propiedad de disminuir la expresion de las moléculas de adhesion leucocitarias
eneargadas de la migracion de linfocitos T a los ganglios mesentéricos,
adem@s) de ser necesaria para la produccion de IL-1. El triptéfano ha
demostradoy en estudios in vitro inducir la produccion de linfocitos Treg vy
disminuir lag respuestas tipo Th2.por ello los aminoacidos derivados del
metabolismo derslas, bacterias de la microbiota tienen un papel en la regulacion

de la inmunidad intestinal (Rooks & Garrett, 2016).

1.6.2. Eje intestino-cerebto

El eje intestino-cerebro es un.sistema de comunicacion bidireccional e incluye
el SNC, compuesto por £l.cerebrosy la médula espinal, y el sistema nervioso
entérico, que involucra newios, “hermonas y otras moléculas como los
neuropéptidos y las citocinas. Les roles'del eje cerebro-intestino son monitorear
e integrar la funcién intestinal y{ mediard0s_efectos ambientales como el
hambre, el estrés y las emociones en las funciones intestinales. El estrés y las
emociones pueden reflejarse por cambios en la fisiologia intestinal y los
sintomas intestinales. Los microorganismos en el tractdo Glrestan representados
por una amplia variedad de especies bacterianas. Pueden ejercer numerosos
efectos sobre el sistema neuroinmune intestinal e influir en una variedad de
funciones del huésped, como la actividad metabdlica, la respueStajinmune y la
funcidon fisiolégica. Un gran numero de investigaciones sugieren jque la
interaccion huésped-microbiano puede resultar en funciones neuroinmunes
desreguladas, impactando el comportamiento. Figura 2, (Saulnier et al., 2013;

Sherwin, Sandhu, Dinan, & Cryan, 2016).
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Las bacterias intestinales sintetizan aminoacidos gamma, acido butirico, 5-HT,
dopamina y AGCC, y estas sustancias se intercambian entre células de
microorganismos, especialmente las células intestinales en el intestino
produciendo 5-HT que tienen un efecto en el cerebro; las enzimas bacterianas
también)jpueden producir productos de neurotoxinas como el acido D-lactico y
el amoniaco. Por lo tanto, la microbiota intestinal genera una gran cantidad de
neurotransmisores necesarios, que ejercen influencia en el cuerpo humano,
incluido el cerebro,, entre los cuales muchos de los neurotransmisores en la
microbiota intestinal, humana también son moléculas criticas (H. X. Wang &

Wang, 2016).
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Figura 2. Vias de comunicacién eje intestino - cerebro. Fuente: (Sherwin et al.,
2016).
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El intestino puede interactuar con el cerebro a través de dos vias
neuroanatomicas. El primero es el intercambio mutuo de informacién
directamente entre el intestino y el cerebro por el sistema nervioso autonomo
(SNA) vy el nervio vago (VN) en la médula espinal; otro es una comunicacion
bidireeCional entre el intestino y el cerebro a través de la bicomunicacion entre
el SNE enel intestino y el ANS y VN dentro de la médula espinal. Las vias
anatomicas (heurales para controlar las funciones intestinales forman una
organizacion integradora jerarquica de cuatro niveles: el primer nivel es el ENS,
que incluye ganglios ‘mientéricos, ganglios submucosos y células gliales
intestinales; el segund0.-nivel es ganglios prevertebrales que regulan las
respuestas reflejas viscerales)periférica. El tercer nivel es el SNA en la médula
espinal (del nervio simpatico T5-L2 y el sistema nervioso parasimpatico S2-S4)
y el nucleo del tronco engefélico Aractus solitario y el nucleo motor dorsal de
VN, que reciben y dan el-origen de ‘la fibra aferente y eferente de VN,
respectivamente (Mulak & Bonaz, 2015). El.efecto mas importante del nucleo
motor dorsal de VN es prominente ‘en el tracto gastrointestinal superior, y las
neuronas colinérgicas mientéricas del tracto gastrointestinal superior regulan el
efecto de excitabilidad vagal; y el cuarto nivel son los centros cerebrales
superiores. Informacion de la corteza y los centros subcerticales, incluidos los
ganglios basales y los embudos hacia los nudcleos peculiares del tronco
encefalico. Los nucleos del tronco encefalico controlan muchas funciones
intestinales. La fibra aferente de VN se detiene en el nuclee~del tronco
encefalico tractus solitarius, que luego da fibra hacia arriba y llega al talamo, el
lobo limbico y la corteza insular a través del ndcleo parabraquial. La_fibra

aferente espinal sube hacia arriba dentro del tracto espinotalamico y el tracto
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espinal hacia el tadlamo (tracto espinotalamico) y el nucleo gracil y el nucleo
cuneado de la médula oblonga (tracto espinal), respectivamente, luego
proyecta la fibra al talamo a través del lemnisco medial. La fibra se administra
desde el tdlamo y se proyecta hacia las areas sensoriomotoras primarias y la
corteza insular (Borre et al., 2014). La comunicacion neural directa entre la
microbiota(intestinal y el cerebro se realiza principalmente a través de VN, es
decir, las bacterias estimulan las neuronas aferentes de SNE, y la sefial vagal
del intestino puede-estimular la respuesta antiinflamatoria, previniendo contra la
posepticemia causada® por microorganismos. Investigaciones posteriores
mostraron que muchos_-efectos de la microbiota intestinal o los posibles
probioticos sobre las funciones cerebrales eran independientes de la activacion
vagal, y que las bacteriasyasentadas en el intestino desempefiaban un papel
fundamental en el desarrolfo_postnatal y la maduracion del sistema inmune del
individuo. sistema endocrino y-eksistema nervios (Bauer, Huus, & Finlay, 2016).

1.7. Disbhiosis

La disbiosis intestinal es el desequilibrio en-laccantidad y proporcion de los
componentes de la microbiota normal debido”a  cambios cuantitativo o
cualitativo de su composicion y cambios en su funcionamiento o actividades
metabdlicas. Se caracteriza por una reducciébn de\/los simbiontes o
microorganismos que tienen una relacion de ayuda o eoopera con otros
microorganismos o con el hospedero y la expansion de los_patobiontes o
microorganismo que, en condiciones de un ecosistema alterado(disbiosis),
tienen la capacidad de provocar enfermedades (Carding, Verbeke,(Vipond,
Corfe, & Owen, 2015). Langdon, Crook et al. 2016 menciona también que la

disbiosis causada por los antibiéticos se debe a diferentes factores como la
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perdida de microorganismos benéficos, la dosis, sus diferentes mecanismos y
espectros de accion, por la sobrevivencia de agentes patdgenos que
adquirieron capacidades genéticas para sobrevivir a diversos tratamientos con

antibioticos de acuerdo a las dianas afectadas.

Causasvde disbiosis:

Entre los faCtores ambientales externos que influyen de forma significativa
sobre la micrebjota se encuentra la via de nacimiento, enfermedades
infecciosas, la dieta, los factores genéticos, el uso de antibidticos y algunos

farmacos (Peterson, Sharma, EImén, & Peterson, 2015).

a) Embarazo

Hasta hace poco se pensaba que la colonizacién del tracto gastrointestinal
iniciaba al nacer, sin embargo; un_ereciente cuerpo de evidencia cientifica ha
descubierto indicios de presencia bacteriana en la placenta, el cordén umbilical
y el liquido amnidtico en embarazos.sanes a términos (Aagaard et al., 2014).
Estas observaciones sugieren que la exposicién microbiana puede comenzar
antes del nacimiento (Milani, Duranti, Bottaciniy Casey, Turroni, Mahony,

Belzer, Delgado Palacio, et al., 2017).

b) Edad gestacional al nacer

Factor importante en el establecimiento de la microbiota intestinal. Se ha
encontrado que los recién nacidos prematuros exhiben colonizacion intestinal
tardia con microbios anaerobios comensales, como Bifidobacterium o
Bacteroides , donde en cambio sus heces contienen niveles significativamente
mas altos de Enterobacteriaceae, Enterococcus y otros microorganismos

patogenos, a diferencia del material fecal de recién nacidos a término (Milani,
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Duranti, Bottacini, Casey, Turroni, Mahony, Belzer, Delgado Palacio, et al.,

2017).
c) Lactancia

Estudies comparativos de la microbiota intestinal entre nifios alimentados con
lactanCia“materna y con formulas artificiales, establecen que la leche humana
provee al lactante de factores inmunoldgicos como inmunoglobulinas, citocinas,
probiéticos y prebidticos, que modulan la colonizacion de los microorganismos
benéficos o patdgenos. (La Rosa Hernandez, Gémez Cabeza, & Sénchez
Castafieda, 2014). kos. lactantes alimentados con formula tiene niveles
elevados de otras especies de bacterias, entre las que destacan E. coli,

Clostridium difficile, Bacteroides:fragilis y Lactobacillus (Tojo et al., 2014).
d) Enfermedades inféCciosas

Esta disbiosis conlleva a unal deplec¢ion.de bacterias anaerobias facultativas
como Bacteroides y Ruminococeus..spp,«con E. coli, Klebsiella spp, Proteus
spp. Esta alteracion en la composicion microbiana reduce la capacidad
metabdlica de la microbiota y disminuye los niveles de AGCC, lo que conlleva
un declive en la capacidad de defensa ante agentes patdégenos y propicia el
mantenimiento de estados de disbiosis (Pham & Lawley, 2014). Existen
diferentes mecanismos mediante algunas bacterias patdégenas ‘ejercen efecto,
como la alteracion inmunoldgica alterada entre la microbiota y€lintestino, y la
translocacion bacteriana en el contexto de un aumento de la permeabilidad
intestinal y en la carga bacteriana intestinal ocasionando mala abseorcion y

diarrea (de LeBlanc & LeBlanc, 2014; Markowiak & Slizewska, 2017).
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Los factores ambientales internos, como el pH, los niveles de oxigeno/estado
redox, la disponibilidad de nutrientes, la actividad del agua y la temperatura,
permite que varias poblaciones prosperen y ejerzan diferentes actividades

dlinteractuar con su entorno(Markowiak & Slizewska, 2017).
e)\Dieta

Las dietas basadas en productos animales y las vegetarianas crean variaciones
significativas emJa microbiota intestinal (David et al., 2014). En nifios africanos
en los que la dieta se basa en el almidén, fibra y polisacaridos vegetales
abundan las especies Actinobacteria y Bacteroidetes; no asi en los nifios
europeos, cuya dieta es“rica en proteina animal, aztucar y almiddén; estos
grupos se encuentran reducides.a menos del 20%. En modelos animales se ha
establecido que una dieta.occidental provoca un incremento de Firmicutes y
una disminucién de Bacteroidetes'(Fan, Huo, Li, Yang, & Duan, 2014) . La
ausencia de nutrientes (vitaminas, | polisacaridos complejos y algunos
aminoécidos) a nivel intestinal favorecen” el aumento de Proteobacteria
propiciando una inflamacién en la mucosa <ntéstinal y un aumento de la
permeabilidad de la barrera intestinal (Szychlinska, Di Rosa, Castorina,

Mobasheri, & Musumeci, 2019).
f) Factores genéticos

La genética de los seres humanos también influye en la compaSicion de la
microbiota. Un estudio en gemelos demostré que la abundancia‘de’ multiples
taxones esté influenciada por factores genéticos (Goodrich et al., 2014; Levy,
Thaiss, & Elinav, 2015). Se ha establecido una asociacién entre los genes

Bifidobacterium y el locus genético que codifica la lactasa (Turpin et al., 2016).
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El locus que codifica el receptor de vitamina D en humanos también ha
resaltado como control de cierto control microbiano(J. Wang et al., 2016). Aun
esta por definirse la contribucidn de la dieta a estas asociaciones y todo indica
gue‘la dieta es la que tiene un efecto mas importante (Milani, Duranti, Bottacini,

Casey; Turroni, Mahony, Belzer, Palacio, et al., 2017).

g) Antibigticos y otros farmacos

Diversos farmaCos pueden causar disbiosis como los antibiéticos que
constituyen un grupo heterogéneo de sustancias con diferente comportamiento
farmacocinético y farmacodindmico, ejercen una accion especifica sobre
alguna estructura o fun€ion del microorganismo, tienen elevada potencia
biolégica actuando a bajas cencentraciones y la toxicidad es selectiva, con una
minima toxicidad para lag células‘de nuestro organismo (Seija & Vignoli, 2006).
El tratamiento con antibiéticos tien€,como objetivo reducir o eliminar la
colonizacion de microorganismes_patégenos sin embargo al no ser selectivos
eliminan microorganismos benéficos para_.el huésped (Kinch, Patridge,

Plummer, & Hoyer, 2014),

Sin embargo, los antibiéticos modifican la fisiologiay'la expresién génica de la
microbiota intestinal, alterando elementos de la sefializacion intestino-cerebro
(Forsythe, Kunze, & Bienenstock, 2016), deprimiendo la neurotransmision
neuroepitelial colinérgica, modificando el transporte epitelial ¢olonico; ademas
de inhibir las contracciones colinérgicas mediadas por los plexos.mientéricos

del intestino (Delungahawatta et al., 2017).

Estos son algunos de los antibiéticos y mecanismos de accion, que afectan la

composicién de la microbiota intestinal.
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La pared celular puede ser afectada en la sintesis (fosfomicina, cicloserina) o el
transporte de sus precursores (bacitracina, mureidomicinas), o0 en su
organizacion estructural (B-lactamicos, glucopéptidos). La sintesis proteica
puede bloquearse por una amplia variedad estructural de compuestos que
afectan ja algunas de las fases de este proceso: activacion (mupirocina),
iniciacion, (Oxazolidinonas, aminoglucésidos), fijacién del complejo aminoacido-
ARNt al ribosoma (tetraciclinas, glicilciclinas) o elongacion (anfenicoles,
lincosamidas, maectolidos, cetolidos, estreptograminas o acido fusidico). El
metabolismo de los acidos nucleicos puede ser afectado en la ARN polimerasa
dependiente  de ADN (rifamicinas) o en el proceso de
enrollamiento/desenrollamiento del ADN (quinolonas); algunos compuestos
afectan directamente al ADN (nitroimidazoles, nitrofuranos). El trimetoprim y las
sulfamidas son los representantes/de-los antimicrobianos que bloquean las vias
metabdlicas de la bacteria. (Calvo & Martinez-Martinez, 2009; Vicente & Pérez-

Trallero, 2010).

Por otro lado, otros farmacos asociados al“eambio en la composicién de la
microbiota se encuentran los inhibidores de la bomba de protones (IBP), la
metformina, los antinflamatorios no esteroideos (AINE), los opioides, las
estatinas y antipsicoticos (Le Bastard et al., 2018). El empleo de la IBP se ha
asociado a disbiosis, lo cual contribuye a un aumento en el siesgo de infeccién
por Clostridium difficile (ICD) y encefalopatia hepatica (Freedberg“et al., 2015).
El consumo cronico de AINE genera abundancia de Bacteroidaceae y Entero

bacteriaceae (Rogers & Aronoff, 2016).

Sin embargo, actualmente se ha estudiado que la suplementacion de ciértos

grupos de microorganismos probioticos previenen el desarrollo de trastornos
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gastrointestinales, debido a que promueven la homeostasis intestinal, ademas
los usos mas comunes incluyen el tratamiento de trastornos inflamatorios,
como la artritis, enteropatia inducida por radiacion y AINE, diarrea inducida por
antibioticos, mucositis inducida por quimioterapia (Mendes et al.,, 2018;

Wasilewski, Zielinska, Storr, & Fichna, 2015).

1.8. Probidticos

De acuerdo cenjla definicion de la Organizacion Mundial de la Salud y la
Organizacion de“las Naciones Unidas para la Agricultura; los probioticos se
definen como microorganismos vivos que confieren un beneficio para la salud
de quien los utiliza (Wasilewski, Zielinska et al. 2015). Los seres humanos han
usado los probioticos durante-cientos de afos, y su uso sin efectos adversos
considerables ha quedado-demostrado en multiples estudios. La primera
observacion del efecto terapéutice.de.las bacterias fue realizada por llya
Metchnikoff, quien recibié el premio Nobel de Medicina en 1908. Metchnikoff
fue el primero en llamar la atencion sgbre lasfelacion entre un muy buen estado
general de salud y la longevidad de la poblacién yural bulgara y la leche agria
ingerida sistematicamente que contiene bacteriasgdel acido lactico, a las que
llamo "el bacilo bulgaro” (Reid, 2016; Wasilewski et al4 2015). En 1908, Tissier,
del instituto Pasteur de Paris, aisl6 una bacteria en-forma de Y (ahora
denominada Bifidobacterium bifidum) de un lactante sano alimentado con leche
materna, mientras que noto que los nifios con diarrea’ tenian bajas

concentraciones de este microorganismo (Tissier 1900).

A pesar de estos estudios la confianza en el uso seguro de los probidticos, para

aceptarlos como agentes terapéuticos se requieren estudios aleatorizados y
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controlados que demuestre que cada cepa en particular es capaz de prevenir o

tratar con éxito alguna condicion patologica (Wlasiuk & Vercelli, 2012).

Para que un microorganismo pueda considerarse y utilizarse, como probidtico
es necesario presentar una serie de caracteristicas de seguridad, funcionales y

tecnoldgicas:

¢ No ser patégeno ni toxico,

e Ejercer efectos beneficiosos sobre la salud de quien lo ingiere,

e Ser de origen humano,

e Ser tecnologicamente utilizable,

e Presentar un elevado_porcentaje de células viables,

e Ser capaz de sobrevivirala flora intestinal,

e Ser resistente a“rsales biliares, bacteriocinas, enzimas y pH del
estbmago,

e Permanecer viable durantessu almacenamiento en refrigeracion y

e Tener la capacidad de adherirse a |a superficie mucosa, entre otras
caracteristicas (Rondon, Afez Zavala, Salvatierra Hidalgo, Meneses

Barrios, & Heredia Rodriguez, 2015; Suéarez,-2015).

En general, se considera que es necesario conocer no, solo el género y la
especie de un probidtico, sino también su cepa y la dosis quesSe'va administrar,
para poder atribuirle un efecto benéfico especifico en la salud<de quien lo
ingiera. En los ultimos dos siglos se han usado métodos fenotipices para la
identificacion de cepas bacterianas, que incluyen la tincion de Gram, la
morfologia de las células y de las colonias, temperatura optima de crecimiento,

caracteristicas ambientales para su crecimiento, prueba de oxido-reduccion,
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entre otras. Actualmente se utilizan mdaltiples métodos de identificacion
genotipica, entre los que destacan el analisis de la subunidad 16S de ARN
ribosomal, que no solo identifica género y especie, sino también cepa
(Shokryazdan, Faseleh Jahromi, Liang, & Ho, 2017). Dos bacterias del mismo
género, y especie pueden ser muy diferentes entre si, cuando pertenecen a
diferentes Cepas, por lo que su eficacia puede ser muy distinta. Por ejemplo, el
Lactobacillug™ plantarum299v ha mostrado en algunos estudios reducir los
sintomas del sindrome del intestino irritable (Ducrotté, Sawant, & Jayanthi,
2012). Sin embargo, ‘el Lactobacillus plantarum MF1298 ha demostrado
empeorar los sintomas”de este mismo padecimiento (Ligaarden, Axelsson,

Naterstad, Lydersen, & Farup,12010).

De acuerdo a la Food and Drug Administration (FDA) son varios los géneros y
especies considerados ComQO  migroorganismos probioticos, entre los mas
estudiados destacan los Lactobacillusy/las. bifidobacterium y otras Bacterias

acido lacticas (BAL).

e Lactobacillus sp: L. acidophilus, L. casei, L. bulgaricus, L. johnsonii, L.
rhamnosus, L. reuteri, L. plantarum, L. gasseri, L. salvaricus y L. lactis.

¢ Bifidubacterium sp: B. adolescentes, B. bifidum, B#breve, B. infantis, B.
longum y B. lactis.

e Otras BAL (Bacterias acido lacticas): Enterecoccusfaecium,
Propioniobac. Freudereicheii, Leuconostoc mesenterioides,
Streptococcusthermophilus, Lactococus lactis, Bacillus; | ‘cereus,
Clostridium butyricum, Enterococcus faecalis y VSL#3 (4 cepas)de

lactobacilos, 1 de Streptococcus salivaricus.
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1.8.1. Actividad de los probioticos sobre la microbiota intestinal

Los probidticos tienen mecanismos Utiles para limitar el crecimiento de otras

bacterias:

a)~-Produccién de compuestos antimicrobianos, principalmente los &cidos
organicos como el 4cido acético y el &cido lactico, que reducen el pH
intestinal, limitando el crecimiento de microorganismos patégenos y
promoviendo el crecimiento de especies bacterianas benéficas.

b) Produccion,«de bacteriocinas, son varios péptidos antimicrobianos
producidos pordacterias que son resistentes a su efecto.

c) Produccion de acidos grasos de cadena corta (AGCC) a partir del
metabolismo de los carbohidratos, como los &cidos acético, butirico y
propionico.

Los AGCC son antimicrobianos yactian sobre bacterias Gram positivas y
Gram negativa, al ser sustancias liposalubles, se disuelven en las membranas
celulares bacterianas y penetran en/ el citoplasma (do Carmo et al., 2018).

Ademas de este efecto antimicrobiano, son alimento de los colonocitos.

El termino bacteriocinas incluye a péptidos “ymodificados (lantibioticos,
laberintopeptinas y sactibioticos), un grupo heterogéneo de péptidos no
modificados y proteinas liticas, unas proteinas antimicrobianas grandes y
sensibles al calor (Shokryazdan et al., 2017). Estudios in vitro.han.demostrado
que varias especies de Lactobacillus incrementan la produccién deeatelicidinas
y defensinas por el epitelio. Lo que permite ser utilizados como una.terapia

eficaz para el tratamiento de varias afecciones patoldégicas que muestran’ un
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perfil general de seguridad positivo (Di Cerbo, Palmieri, Aponte, Morales-

Medina, & lannitti, 2016).

1°8.2. Adhesidn ala mucosa gastrointestinal

De ¢(hecho, la adhesion de los Lactobacillus al tracto gastrointestinal del
huéspedy~por medio de una interaccion con receptores tipo Toll, es de
importanciasCrucial debido a su capacidad para desencadenar la respuesta
inmune del huésped. Sin embargo, la adhesion al tracto Gl también puede ser
impulsada por preteinas de superficie y acidos grasos, como se observo para
L. rhamnosus PEN, yc€omponentes de la capa superficial proteica, al igual que

L. plantarum (Yadav et alg"2015).

1.8.3. Actividad antitumoral

Las bacterias intestinales”proeducep”mutagenos como el acido desoxicélico a
partir de &cidos biliares primarios @ per..conversion enzimatica cuando se
ingieren compuestos extrafios, €omo nitrearomaticos, compuestos azoicos y
nitratos. Los Lactobacillus son capaces ‘.de . inhibir competitivamente la
formacion de carcinégenos y mutagénicos, alterando el metabolismo general,
adsorbiendo y eliminando metabolitos toxicos y mutagénicos y produciendo
metabolitos protectores. En el contexto del cancer colorrgctal, el mecanismo de
prevencion ejercido por los probidticos puede ser unasCombinacién de
diferentes acciones, como la modificacibn de la microbiota intestinal,
inactivacibn de compuestos cancerigenos, competencia con la \microbiota
putrefactiva y patégena, mejora de la respuesta inmune del huésped, mejaora de
la citotoxicidad natural de las células asesinas e inhibicion de la produccién de

interleucina (IL) en la mucosa coldnica que contrarresta el desarrollo del cancer
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por los efectos antiproliferativos mediante la regulacion de la apoptosis y la
diferenciacion celular, fermentacion de alimentos no digeridos e inhibicion de
las vias de sefalizacion de la tirosina quinasa. Los estudios experimentales
tambien han demostrado que los lactobacilos contenidos en los suplementos
dietéticos y los alimentos fermentados, como la cepa Shirota (LC 9018) de L.
casei muefrta por calor, reducen el riesgo de cancer de colon. Estas actividades
se han atribuido.a la alteracion de la microbiota intestinal y, posteriormente, a la
inhibicién o la induecion de enzimas colonicas que controlan el crecimiento de
bacterias dafinas, mejoran la funcién inmune y estimulan la produccién de

metabolitos que poseen‘actividad antitumoral (Di Cerbo et al., 2016), Figura 3.
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Figura 3. llustra los mecanismos por los cuales las bacterias] probiéticas
pueden influir en la microbiota intestinal y sus efectos benéficos. Euente: Power
et al., 2014.
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Aunque el ENS parece ser el principal regulador de la motilidad intestinal, tanto
el ENS como el SNC estan involucrados en su control, y ambos interactian con
la, microbiota gastrointestinal. La disfuncion o la desregulacion de la ENS o el
SNC,pueden provocar sintomas de estrefiimiento. Un pequefio numero de
estudiosyha demostrado que los efectos beneficiosos de los probioticos sobre la
motilidad, intestinal estan mediados por el sistema nervioso, lo que proporciona
evidencia de‘querlos probiodticos pueden ayudar a regular la SNE o el SNC para

normalizar la metilidad intestinal (Dimidi et al., 2017).

1.8.4. Efecto reductoefr.del colesterol

Un alto nivel de colesterol_en el torrente sanguineo es riesgoso para la
enfermedad coronaria en humanos. Los efectos reductores del colesterol de los
probidticos podrian lograrse ‘mediante diversos mecanismos, incluida la
desconjugacion de los &cidos biliares por la hidrolasa de sal biliar (BSH), la
asimilacion del colesterol por les.probidticos, la coprecipitacion del colesterol
con la bilis desconjugada, el colesterol se#ne a las paredes celulares de los
probidticos, y la incorporacion de colesterol en‘lassmembranas celulares de los

probidticos durante el crecimiento. (Seddik et al., 201.7).
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2. Planteamiento del problema

El uso indiscriminado y manejo inadecuado de antibidticos tiene efectos
adyversos sobre la composicion de la microbiota intestinal y en consecuencia

sobre la funcidn intestinal.
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3. Justificacion

La microbiota intestinal (MI), forma parte de nuestra barrera defensiva,
generando multiples beneficios a la salud del huésped, regulando funciones
metabglicas, protectoras y estructurales, sin embargo, puede ser modificado
tras la-administracion de antibiéticos, generando un estado de disbiosis, que
permite el _desarrollo o aparicion de ciertos trastornos gastrointestinales,

cardiovasculares;neuronales, inmunologicos y/o metabdlicos.

No obstante, los “probidticos, microorganismos vivos que, administrados de
manera adecuada, confieren beneficios al hospedero; pueden revertir el estado

de desequilibrio de la MI,"pasterior al tratamiento con antibiéticos.

El estudio de la evaluacion de la funcion intestinal posterior al tratamiento con
antibidticos y los efectos de la.administracion de probidticos como medida para

revertir la disbiosis no ha sido-revisada enh estudios anteriores.
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4. Hipotesis
Fayadministracion de Lactobacillus sp después del tratamiento con antibioticos

reestablece la regulacion del contenido de agua y la motilidad intestinal.

HO Las@dministracion de Lactobacillus sp después del tratamiento con
antibiéticos#sno. reestablece la regulacion del contenido de agua y la motilidad

intestinal.
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5. Objetivos

57 Objetivo General

e (Alislar y caracterizar una cepa de Lactobacillus sp y evaluar el efecto de
sutadministracion después de un tratamiento con antibiéticos en ratones

Balb/c.

5.2 Objetivos Especificos

e Aislar y caracterizar de una cepa de Lactobacillus sp a partir de una
mezcla de probidticos-comercial.

e Evaluar la cantidad de~Lactobacillus sp durante el tratamiento con
antibiético y/o probiético.

e Medir la frecuencia de evacuaeion y poreentaje de humedad en heces de
ratones Balb/C después del tratamiento con.antibiético y/o probidtico.

e Evaluar del transito gastrointestinal y rectal en ratones Balb/c después

del tratamiento con antibiético y/o probidtico.
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6. Material y métodos

6.1 Tipo de estudio: Experimental, comparativo y longitudinal.

6:2. Aislamiento y caracterizacion de una cepa de Lactobacillus sp de una

presentacion comercial.

El probi6tico se aislo a partir de una mezcla comercial de probioticos llamada
Probiotics Complex que contenia probidticos LAB4 (Lactobacillus acidophillus
(CUL60), Lactohaeillus acidophillus (CUL21), Bifidobacterium bifidum (CUL 20),
Bifidobacterium animalis subsplactis (CUL34)) y una mezcla multi-cepa
(Lactobacillus salvaricus™ (CUL61), Lactobacillus plantarum (CULG66),
Lactobacillus rhamnosus (CUL63), Streptococcus thermophilus (CUL68)). Se
adiciono 1 g de esta umezcla de probidticos a 9ml de solucion salina,
homogeneizando perfectamente para después agregar 1ml de esta dilucion a 9
ml de medio selectivo en calde-Man Rogosa Sharp (MRS) Sigma Aldrich, para

Lactobacillus incubando durante 72 h.

Del cultivo obtenido se tomé 50 ul para agregarlos sobre una placa de Agar
MRS, por estria cruzada, dejando incubar durante.24 h, se seleccionaron 6
colonias para adicionarlo a caldo MRS incubandey a 37°C por 24 h,
posteriormente se centrifugo 3 veces por 15 minutos a 3000 rpm; realizando
lavados con NaCl al 0.85% después de centrifugar. Al pellet obtenido se le

adiciono caldo MRS con 25% de glicerol para poder consérvar a -20 °C.
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Caracterizacion fenotipica

a) Tincion de Gram

Sobre un portaobjetos, se depositd una gota de agua destilada, después se
tomoG.una parte de la colonia de las muestras a analizar con la ayuda de un asa
de siembra, mezclando con la gota de agua, dejando secar y fijando con la
flama. Se Cubrio con la solucién de cristal violeta durante 1 min, se desecho el
colorante y lav@)ligeramente al chorro del agua, posteriormente se aplico
solucién de yododdrante 1 min, se desechd y lavé al chorro de agua. Con el
porta objetos inclinade se agregd una gota de la solucién de alcohol-cetona y
se lavo al chorro de agua? Por ultimo, se cubrié con safranina durante 10 a 20

seg., desechando el colorante-ylavando a chorro de agua.

b) Crecimiento de la‘Cepa de Lactobacillus sp a 10°C, 37 °C y 42°C.

Se analizo la capacidad de crecimiénte. de Lactobacillus sp en Caldo MRS
incubando a 10+1°C por 7 dias, ‘a 37°C y42:C 24-48h. Para esto se utilizd 10
ml de caldo MRS en tubos inoculados con.1% del cultivo de Lactobacillus

(Puniya, Sangu, & Bhardwaj, 2012).

c) Crecimiento de la cepa de Lactobacillus sp a diferentes concentraciones

de NaCl.

Los Lactobacillus fueron inoculados en caldo MRS~ %ja diferentes
concentraciones de NaCl (2%, 4% y 6.5%) y se incubaron a 37°G por 24-48h.

Se observo la presencia o ausencia de crecimiento (Puniya et al., 2012).
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Caracterizacion proteémica de la cepa de Lactobacillus sp

Se identifico la cepa de Lactobacillus sp, por medio del analisis de
eSpectrometria de masas (Vitek MS), MALDI-TOF (Matrix-Assisted Laser
Desorption/lonization) y TOF por el detector de iones que se acopla al MALDI;
cuyo ‘nombre procede también de sus siglas en inglés Time-Of-Flight. Esta
técnica consiste en una ionizacion suave del analito que provoca la
vaporizacién-.de_ moléculas intactas termolabiles, no volatiles tales como
proteinas y lipidos en un rango de peso molecular entre 2 a 20 kDa, a un
relativo bajo costo y&eSultado inmediato. El espectro mostrado se comparo con

la base de datos del espectrometro.

La identificacién de esta cepa-de Lactobacillus sp se desarroll6 en el laboratorio
de Bacteriologia médica/de,la”Escuela Nacional en Ciencias Biologicas del

Instituto Politécnico Nacional.“Por el-siguiente procedimiento:

e Con un asa estéril, se recolecto, a‘partir de un cultivo puro desarrollado
durante 18 a 24h en agar nutritivo 0" TSA, una cantidad suficiente de
inoculo.

e Se transfirid directamente sobre el porta objeto y distribuydé de manera
uniforme en el pocillo.

e Se agregol0 pl de matriz sobre la muestra.

e Se cargo la muestra al espectrometro de masas (Vitek MS).

Se espero la lectura del espectrometro de masas en un tiempo apreximado de

una hora y media.
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Figura 4. Pertaobjeto con las muestras de Lactobacillus sp, y espectrometro de
masas (Vitek.ms).

6.3. Animales y f&rmacos

Animales: Ratones Balb/comachos, adultos jovenes, cuya edad oscilo entre los
10-12 semanas, con un peso entre 20-30 g, procedentes de la Unidad de
Produccion, Cuidado y _Experimentacion Animal (UPCEA), de la Division
Académica de Ciencias«de, la ¢(Salud (DACS) de la Universidad Juarez
Auténoma de Tabasco (UJAT).-kos animales se alojaron y ambientaron en un
cuarto con temperatura y ciclos de luz_y-o0scuridad controlados, con libre

acceso al agua y alimento.

Los animales fueron asignados al azar, en: grdpe. control (SS) n=8, grupo
tratado probidtico (P) n=8, grupo tratado con antibiotice~(A) n=8, grupo tratado

con antibiético-probiético (A-P) n=8.

Antibidticos: Para producir disbiosis se utilizaron los siguientesantibioticos de
amplio espectro, obtenidos de presentaciones comerciales y administrados por
via oral (sonda orogastrica), 0.3 ml de una mezcla de antibiéticos que incluian
ampicilina (solucién inyectable, laboratorios amsa) (20 mg/kg); metronidazol

(solucion inyectable sanofi-aventis) (0.5 mg/kg); gentamicina (1.6 mg/kg) y
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Vancomicina (solucion inyectable kener) (mg/kg), Tabla 1. (Xiaolong Ge, Chao

Ding, et al., 2017).

TFabla 1. Antibioticos administrados durante el tratamiento y mecanismo de
accion.

Antibioticos Mecanismo de accidén Clasificacion
Ampicilina Transpeptidasa Beta-lactamico
Eritromicina Traduccion Macroélido

Gentamicina Ribosoma bacteriano 30 S Aminoglucésido

Vancomicina AJteramqn del Glucopéptido

péptidoglicano

Para el grupo control se administrd por via oral 0.3ml de agua por 6 semanas.

Probiotico: Del stock se transfirié diariamente, 100uL a9ml de caldo MRS para
incubar durante 18 h a 37°C.(faseestacionaria), después se centrifugo en 3
ocasiones por 10 minutos a 5000 rpm y.se realizé 3 lavados con NaCl al 85%
después de cada centrifugacion. El‘pellet resultante fue suspendido en 5ml de
NaCl al 85%, y se realiz6 el ajuste de acuerdo.a la escala de Mc Farland en un
tubo de ensaye hasta obtener la turbidez indicada’ para 0.5 x108. La solucion
del cultivo se mantuvo y transporto a 4°C(Aktas et al., 2015). Para el grupo
probidtico se administré por via oral 0.1ml de probidtico ajustado a 0.5 x102 de

acuerdo a la escala de Mc Farland.
6.4. Disefio experimental

En una primera etapa del estudio, se administro via oral 0.3 ml de}solucion
salina al grupo 1 control (SS), al igual que al grupo 2 tratado con probidtieo (P);

al grupo 3(A) y grupo 4 (A-P) tratados con antibioticos se le administro via oral
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0.3 ml de la mezcla de antibiéticos diario, durante 4 semanas. Figura 5, Tabla

no. 2.

K'Y

@a no 2. Disefio experimental: dosis y periodo de administracién oral.
1

Periodo de administracion
é&o de ratones 4 semanas 2 semanas
A (0.3ml) (0.1ml)
1(SS) Ol Solucion salina Solucién salina
2 (P) 7 Solucion salina Probidtico
3 (A) Q, Antibiotico Solucién salina
4 (A-P) @o, Antibiotico Probidtico

A

En la segunda etapa 9 ministré al grupo 1 (SS) 0.1 ml de solucién salina al
&
igual que al grupo 3 (A). M@ras que al grupo 2 (P) y 4 (A-P) se les administro
0.1 ml de probidtico aj d; previamente a 0.5 x 10® UFC de acuerdo al

parametro de Mc Farland. ®‘ so

55 A-P Recoleccién
— Solucion salina Probidtico Antibidtico ibiotico-Probiético de heces
n=8 n=8 n=8 n 8

NMezcla de
antibidticos

l ]l

Solucion Mezcla de o
EE antibioticos
W Solucié Solucié
olucion olucion L.
& - . Probicticos P
T salina salina ;

e funci gastrointestinal, colonica y porcentaje u en

o

Figura 5. Disefio experimental describiendo los grupos, tipos y periodo§ de
tratamiento.

40



6.4.1. Evaluacion de la cantidad de Lactobacillus sp durante el tratamiento

con antibidtico y/o probiético.

lsas muestras fecales (pellets) de los ratones se recolectaron en 3 tiempos (dia
0,28, 42) para los cuatro grupos. En cada tiempo, se tomé un total de 5 pellets

por cada raton.

Los pelletsfueron suspendidos en 9 ml de solucion salina y homogenizados
perfectamenté~Se tomé 1ml de la muestra concentrada y se realizaron 3
diluciones 10 ™, 102, 10 3. Se tomo 50 pl de la dltima dilucidn para realizar la
siembra de las muesiras, fecales en medio selectivo para Lactobacillus MRS
(Man Rogosa Sharpe). Se‘incubaron por triplicado en un periodo de 24 a 48 hrs
a 37°C, al obtener el crecimiento de colonias, se cuantificO el niumero de
unidades formadoras deColenias\de Lactobacillus presentes al inicio y final de
cada tratamiento (Mexicana,. 1994),.se" utilizé la aplicacion Colony Counter Lite,
analizando las imagenes en placas de'‘agar y contando manualmente a través
de la pantalla tactil del celular. Posterior @ esto, se obtuvo el promedio los
cultivos por raton, a partir de este resultado s€ obtuvo las UFC por gramo de

muestra.

6.4.2. Medicion de la frecuencia de evacuacion y percentaje de humedad

en heces de ratones Balb/c.

Para esta prueba los ratones se separaron en cajas individualesZcon agua y

alimento ad libitum, observandolos durante un periodo de 8 horas, Figura 6 a.
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a) -~ ol ‘y K
Figura 6. Praeba de frecuencia y porcentaje de humedad: a) Muestra cajas

individuales donde se alojaron a los ratones para realizar la prueba. b) Muestra
la recoleccion deheces después de 2 horas.

Los pellets se recolectaron, contaron y pesaron cada 2 horas, Figura 6 b.
Posterior a la recoleccionrse dejo a desecar el total de pellets durante 24 horas
a 60 °C, comparando el“peso antes y después del desecado para obtener la
diferencia de la cantidad de‘agua (Ge, Ding et al. 2017). La cual se obtuvo a

través la siguiente formula:
Peso humedo - pese-seca’= cantidad de agua en heces
6.4.3. Evaluacion del transito gastrointestinal en ratones Balb/c.

Los ratones se dejaron en ayuno durante toda 1a noche con agua ad libitum. Se
cuantificé el transito gastrointestinal boca-ano, a través de la administracion a
cada ratén de 0.1 ml de una solucién semiliquida que contenia azul de Evans,
colorante diazo, no tdéxico y muy soluble en agua a una dilucién de 5%; y
metilcelulosa, fibra soluble de accion laxante a una dilucién de\1.5%, por via
oral mediante una sonda gastrica (figura 7 a). Monitoreando la expulsion de los
pellets con intervalos de 10 minutos (figura 7 b), hasta observar la aparicion del
primer pellets color azul (figura 7 c), (Ge, Ding et al. 2017). Tomandoscemo
tiempo de transito gastrointestinal desde la administracion del colorante hasta
la expulsion del pellet azul.
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Figura 7. eba de transito gastrointestinal total. a) Muestra la técnica de
administraci@al mediante sonda gastrica. b) Se observan las heces con
coloracion ha | del ratén. c) Expulsion del primer pellet color azul (solucion

azul de Evans). o,
A

6.4.4. Evaluacion delitransito rectal en ratones Balb/c.

-

)

Los ratones se dejaron en@uno durante toda la noche con agua ad libitum.

Esta prueba consistié e dﬁ}rminar el transito recto - ano a través de la
introduccién de una pe acr;c de 1 mm de diametro via rectal, hasta
-
ndi

aproximadamente 1 cm de d ed,(con ayuda de una pipeta Pasteur de
\

A )
plastico y vaselina para facilit{!ca int cion, figura 8 a; se cuantifico el
tiempo que transcurrié hasta expulQla pe eg), figura 8 b. Las pruebas de

L 2

actividad gastrointestinal se llevaron a cabo@ligeras modificaciones (Li,

Chalazonitis et al. 2011). @

Figura 8. Prueba del transito rectal: a) Introduccién de la perla de acrilico. b)
Expulsion de la perla de acrilico.
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6.5.

Operacionalizacion de variables.

Tabla 3. Muestra las variables de trabajo y las unidades de medicion que se

gsaran para la recoleccion de los datos.

Variable Tlpp de Definicion de variable Unld'a.d'es de
variable medicion
Identificacioh Conocer o distinguir
. Cualitativa | caracteristicas Masa/Intensidad
Lactobacillas.sp . . .
morfologicas, quimicas
Numero de
Conteo de microorganismos
colonias de Cuantitativa | determinado en un Unidad/ peso
Lactobacillus volumen de un metro
cubico de agua.
Evacuacion de o Proceso biolégico de la Numero de
Cuantitativa L
heces eliminacién de las heces pellets
Humedad en L Cantidad de agua .
Cuantitativa Porcentaje
heces presente en un cuerpo
tiempo que le toma a los
Transito . alimentos ir desde la boca .
. : Cuantitativa : . . Minuto
gastrointestinal hasta el final del intestino
(@ano).
Medicionobjetiva del
tiempo en‘elque
Transito rectal Cuantitativa | transcurre el Segundos
contenido intestinal a
través del recto
Respuesta natural; de
caracter protector, que
. pretende librar al .
Inflamacion en i . Presencia o
N Cualitativa | organismo de la causa .
tejido ausencia

inicial de la lesion celular y
de las consecuencias que
esta provoca
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6.6. Aspectos éticos

Para los estudios in vivo, el manejo de los ratones que se emplearon en el
madelo experimental, asi como el sacrificio, fue conducido bajo las normas de
SAGARPA 2005, acorde a la Norma Oficial Mexicana NOM-062-ZO0-1999 y la
Guia Internacional para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio NRC

2002.
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6.7. Andlisis estadistico

Todos los resultados se presentan como la media + desviacion estandar de al
menos 8 ratones por cada grupo. El andlisis estadistico de las variables: conteo
de colonias de Lactobacillus sp, evacuacion de pellets, porcentaje de humedad,
transito~ gastrointestinal y rectal, se llevd a cabo utilizando el programa

Graphpad Rrism v. 7.0 (Graphpad Software, San Diego, CA, USA).

La comparacion” contra el grupo control para las variables: frecuencia de
evacuacion de pellets, porcentaje de humedad, transito gastrointestinal y rectal,
se analizaron mediante la prueba Anova de una via con andlisis de
comparaciones multiples~de Dunnet’s. En el caso de los cambios temporales
de las variables: conteo de,/Colonias y Curso temporal de evacuacién, se
analizé mediante la prueba Anova de dos vias con andlisis de comparaciones
multiples de Dunnet’s. LaS.difereneias fueron tomadas como significativas si

presentaron una p <0.05.
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7. Resultados

7.1. Caracterizacién de una cepa de Lactobacillus sp a partir de una

mezcla de probidticos comercial.

La ‘earacterizacion fenotipica de Lactobacillus permiti6 establecer que esta
cepa corresponde a un microorganismo gram positivo, catalasa negativa, que
forma colonias, de tamafio grande color beige, con bordes homogéneos y

concavas en agarMRS.

Tabla 4. Concentra Jlos resultados de las caracteristicas morfolégicas,
fisiol6gicas y condicioneés medio-ambientales de la cepa en estudio.

Caracteristica de
Lactobacillus plantarum
(MacFaddin, 2003)

Cepa no identificada de

Caracteristicas Lactobacillus sp.

Caracterizacion morfologica

Color Beige Beige

Forma Circular Circular

Tamafo 0.5 pl 0.5-0.7 pl
Motilidad No No

Reaccion Gram Positivo Positivo

Forma Bacilo Bacilo delgado largo

Caracterizacion fisiologica

10°C No No
37°C Si Si
42°C Si Si
Crecimiento a diferentes concentraciones de NacCl

2% Si Si
4% Si Si
6.5% No No
Requerimiento de oxigeno

Aerdbbico Si Si
Microaerdfilo Si Si
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e Caracterizacion proteémica de la cepa de Lactobacillus sp.

Number of identifications: 1 List of identifications
- Analysis " - Confidance Confidence Acquisition/Compulation
Pbsmull Date Organism Name Pathogenicity Value s Lanvel message(s)
Lacichacilus
Bi X159 5:30 PM perfosus/planianem =<0 H
Iparaplantanem

Key: Validate selection  Add comment

Intensity (arbitrary unit)

2,000 & 0 5,000 6,000 7,000
Mass mn/z (Da)

Figura 9. Espectro proteico del Lactobagcillus plantarum.

Por medio de la espectrometriasde masas MALDI- TOF, se realiz6 la
identificacion proteémica de la cepa, ‘obtenida-apartir del cultivo de una mezcla

comercial de probiéticos.

A través de esta técnica se obtuvo un espectro propio“del organismo y se
comparé con bases de datos, para identificar a nivel de género y especie.
Obteniendo como resultado la identificacion de la cepa de, Lactobacillus
plantarum, en el eje de abscisas se representan las ratios m/z_de los iones
detectados, mientras que en el eje de ordenadas se representan las
intensidades, que reflejan la cantidad de iones de una determinada ratio“m/z

impactadas contra el detector durante el andlisis, Figura 9.
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7.2. Evaluacién de la cantidad de Lactobacillus sp durante el tratamiento

con antibidtico y/o probiético.

En, este estudio se obtuvo como resultado del conteo de UFC, el nimero de
bacterias viables al inicio y final de cada tratamiento como fendmeno de la
modificacion del numero de Lactobacillus, presentes en el tracto
gastrointestinal después del tratamiento. Donde se observé que el grupo SS'y
el grupo P Hinician con un numero de colonias semejante (155 +68.80,
169+169), por otro lado, los valores obtenidos entre el grupo A y A-P fue similar
entre ambos (261%68:80, 218+88.95), pero con valores mas altos en

comparacion al grupo contral y al grupo probidtico, Tabla 5, Figura 10.

En la segunda recoleccién de-muestras (dia 28), se observa un ligero aumento
en el numero de colonias=tanto,en el grupo SS y grupo P y el grupo A
(184+75.99; 209+47.34;183+54.80)»a diferencia del grupo A-P (117+68.66)
donde se observa una disminueion-con'diferencia a los otros grupos y al primer

conteo del dia 0, Tabla 5, Figura 10.

Tabla 5. Cantidad de colonias de Lactobacillus sp aisladas a partir de las heces
de los ratones tratados.

Recolecciéon de muestras (UFC)

Grupos Dia 0 Dia 28 | Dia 42
155 184 | 186
Control (SS) +68,80 +75,99 +33,24
L 169 209 356
Probidtico (P) +45 27 +47.34 +105,51
L 261 183 276
Antibiodtico (A) +68,80 +54.80 +86,54
Antibiotico — 218 117 387
Probiético (A-P) +88,95 +68,66 +153,39
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Para la tercera recoleccion de muestras (dia 42) el grupo SS mantuvo el
namero de colonias con 186+33.24; en el caso del grupo de P, A, A-P aumento
€l nimero de colonias 356+105.51; 276+86.54 y 387+153.39 respectivamente.
Desqacuerdo al analisis estadistico se presentd una diferencia significativa de los

grupos. A y AP comparados contra el grupo control (p<0.05). Tabla 5, Figura 10.

Niumero de Lactobacillus

500+
4001
wn
[¢)]
(&)
()]
< 3001
o %
© *
A
O
w
)
2001 E
® SS
= AP
* A
100 A
=

0 10 20 30 40
Tiempo (dias)

Figura 10. Muestra los resultados del conteo de unidades formadoras de
colonias por gramo de heces en los dias 0, 28 y 42. Cada punto tepresenta el
promedio = DE de ocho ratones (p<0,05).
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7.3. Medicién de la frecuencia de evacuacion y porcentaje de humedad en
heces de ratones Balb/C después del tratamiento con antibiotico y/o

probiotico.

Posteriormente, para €l estudié del efecto del tratamiento con una mezcla de
antibioticos y luego la administracion de una cepa probidtica en ratones
BALB/c, ‘'sobre la frecuencia de evacuacion, contenido de agua, motilidad
gastrointestinal“y_rectal; se obtuvieron los siguientes resultados, mostrados en

la Tabla 6.

Tabla 6. Tabla general de resultados. El (*) indica el grupo contra el cual se
encontré diferencias significativas, ns indica datos no significativos.

Grupo Frecuencia, ) Porcentaje Transito Motilidad
no. /8h de gastrointestinal Rectal (seQ)
humedad min (Azul Evans) (perlade
cristal)
Control (SS) 61 75452 85 230,875
127,13 +20,91 +25,80 +53,53
Probiodtico 44 *5456 90,57 142,57
(P) +12 14,68 +22,09 +31,33
Antibidtico 36,63 *52,35 72,25 *115,00
(A) +4,14 +13,03 +17,38 +60,24
Antibidtico - 62,75 *52,91 63,63 217,38
Probidtico +25,25 +17,81 +13,17 +58,75
(A-P)
Significancia P=0,1012ns P=0,0129 P=10,2405 ns P=0,0003
P=0,0496
P=0,0496

En la frecuencia de evacuacion de pellets el grupo de ratones SS tuvo una
mayor numero de pellets durante 8 horas similar a los datos obtenidos en el
grupo A-P en comparacion al grupo Ay P (61.00 + 27.62; 62.75+25,25), en

cambio el grupo P y A obtuvieron parametros entre 36.63 + 4.14 y 44.11%11.11
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respectivamente, al realizar el andlisis estadistico se encontrd resultados

significativos en el grupo antibioticos. Tabla 6, Figura 11.

Frecuencia de evacuaciones

80
607
= -
: | [
=0 [N
o 1
o (/c

20

0 T

SS P A A-P
Grupos

Figura 11. Muestra resultade del numere de evacuaciones por grupo durante 8
horas. Cada barra representa el promedio.x. DE de ocho ratones (p<0,05).

7.3.1. Curso temporal de evacuaciones

En cuanto al curso temporal sobre la frecuencia de“evacuacion registrado cada
dos horas durante un periodo de 8 horas ilustrada en la figura 12, se observo
gue entre el grupo SS y el grupo A-P iniciaron aproximadamente con el mismo
namero de evacuaciones durante las primeras 2 horas, (27,6316,12;
27,88+4,58), el niumero de evacuaciones iniciales para grupo Ply.grupo A fue
similar entre estos dos grupos (21,29+5,82;19,38+2,67), pero con) menor
namero de evacuaciones en comparacion con grupo SS y grupo AP, al
realizar el andlisis estadistico y comparar los grupos contra el grupo SS se

encontraron diferencias significativas (p<0.05). A las 4 horas siguientes los 4
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grupos disminuyeron el nimero de evacuaciones poco menos de la mitad;
grupo SS 10, 75+7,19 y A-P 12,13+6,33; en los grupos P (5,29+2,93) y A

(4,63+2,97) disminuyeron mas de la mitad en comparacion con el grupo SS.

Seis/ horas después el grupo SS mantiene el numero de evacuaciones
reportado.a las cuatro horas anteriores, oscilando entre 9,25+7,17; el grupo A-P
9,75+9,18,) el*grupo P y A (7,29%£6,45; 4,63+2,07) mostraron una ligera

disminucién ne‘significativa en el nUmero de evacuaciones.

Para las ocho heras el grupo SS junto al grupo A-P presentaron un ligero
aumento en el numero de evacuaciones (13,38+10,66; 13,00+9,44) y el grupo

Py A (10,14+5,27; 8,00£1,93) aumentaron el nUmero de evacuacion.

En cuanto al porcentaje_.de, humedad, el grupo P, A y A-P tuvo menos
contenido de agua con _54,56+4,68 %; 52.35 + 13.03%; 63,63+13,17 a
diferencia del grupo de ratones SS (#5,52 + 20,91%), donde se observd un
mayor contenido de agua. Encontrando diferencias significativas al compararlos

contra el grupo SS (p<0.05). Tabla 6;Figura 13.

Tabla 7. Muestra resultados de la frecuencia de evacuacion: nimero de pellets
durante 8 horas. El (*) indica el grupo contra el cual se encontrd diferencias
significativas.

Grupo Numero de pelletsc(hrs)
2 4 6 \ 8

Control (SS) 27,63 10,75 9,25 . 13,38

+6,12 +7,19 +7,17 ) #10,66

Probiéticos (P) *21,29 5,29 7,29 ¢ 10,14

15,82 +2,93 16,45 ~¥5,27

Antibioticos (A) *19,38 4,63 4,63 8,00

12,67 12,97 12,07 1,93

Antibi6ticos/ 27,88 12,13 9,75 13,00

Probidticos (A-P) 14,58 16,33 19,18 19,44
Significancia P=0,0350/ P=0,2477 P=0,8168 P=0,5192

P=0.0285

53



Curso temporal de evacuaciones
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Figura 12. Muestra el curs oral de las evacuaciones cada 2 horas durante
8 horas. Cada punto representa el promedio + DE de ocho ratones (p<0.05). El
(*) indica diferencias sig@ivavntra el grupo control (SS).
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Figura 13. Muestra el porcentaje de agua en heces por grupo. Cada%rra
representa el promedio + DE de ocho ratones, (p <0.05). * representa
diferencias estadisticamente significativas.
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7.4. Evaluacion del transito gastrointestinal y rectal en ratones Balb/c

después del tratamiento con antibiotico y/o probidtico.

6- Transito gastrointestinal
7
Lo ones del grupo de Probidtico, presentaron un transito mas lento

o

comparafidolo con el grupo antibiético-probiético (90,57 + 22,09 vs 63 + 13,17

S .

min) Tabla@ua 14.

e Transito [

-

Para examinar espcogimente el transito rectal se midio el tiempo en que
tardo en expulsar la a& en la cual el grupo de ratones tratados con
antibioticos tardaron men(@s expulsar la perla (115.00 + 60.24 seqg) y el

grupo control tardo un_poco mas_en expulsar la perla con 220.41 + 53.53

segundos, Tabla 6, Figur =~ o

TR~ N
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Figura 14. Muestra el tiempo transcurrido hasta la expulsién del pellet color azul
de cada grupo. Cada barra representa el promedio + DE de ocho ratones (p
<0.05).
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Motilidad rectal
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representa el promedio + ocho ratones, (p <0.05). El (*) indica el grupo
contra el cual se encon ifere‘g,'? significativas.
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8. Discusion

El papel protector de las bacterias probidticas contra los patdgenos
gastrointestinales y los mecanismos subyacentes, asi como su participacion
mejorando los trastornos gastrointestinales cada vez reciben mayor

importancia. (Collado, Meriluoto, & Salminen, 2007).

A partir de‘la®mezcla de probidtico comercial que decia contener 5 diferentes
cepas de Lactebacillus; logramos identificar cepas de Lactobacillus plantarum,
una bacteria acido lactica que se encuentra en diversos nichos ecolégicos
(alimentos tradicionalesy” productos lacteos, verduras, carne, ensilaje, vino,
tractos gastrointestinal,” mvaginal y urogenital.), caracterizada por sus
capacidades particulares de\adaptacion y plasticidad gendémica. Ademas de
producir diversas y potentes bacteriocinas (péptidos antimicrobianos con
posibles aplicaciones como conservantes de alimentos o0 agentes
complementarios antibioticos). ‘Estas propiedades le permiten a Lactobacillus
plantarum ser un modelo genuinopara la investigacion académica y agente
bioldgico viable con aplicaciones prometedoras (Behera, Ray, & Zdolec, 2018;
Seddik et al., 2017). Sin embargo, las cepas de Lactebacillus plantarum deben
tener una alta capacidad para sobrevivir a su paso por.efl tracto gastrointestinal
(Gl) y adherirse a sus células epiteliales y, lo mas importante, ser una cepa

segura (FAO y OMS) de animales y humanos, (Behera et al., 2018).

Tradicionalmente realizar estudios humanizados para analizar los €fectos en el
tracto gastrointestinal de ratones libres de gérmenes, es la practica mascomun
para observar la funcién de la microbiota trasplantada, sin embargo existen

ciertos inconvenientes que limitan la investigacién en este tipo de ratones,

57



como la accesibilidad a instalaciones gnotobidticas y la complicada adquisicion
de ratones gnotobioticos (Hintze et al., 2014), A demas que al crecer en
condiciones asépticas afecta el desarrollo del sistema de la motilidad
gastrointestinal; asi como también, el sistema inmune y las funciones

metabélicas (Mayer, Tillisch, & Gupta, 2015).

Por lo cual, en el presente estudio se usé un modelo de ratones no libre de
bacterias, agetando su microbiota intestinal a partir de la administracion via oral
de una mezcla (deantibidticos de amplio espectro (X. Ge et al.,, 2017),
administrando postetiotmente via oral una cepa de Lactobacillus plantarum. En
nuestro estudio se realizé_el conteo para analizar el nimero de Lactobacillus
antes y después de cada‘tratamiento. Donde observamos que en el cultivo
basal se present6 una variabilidad.en el nimero de Lactobacillus, lo cual, se ha
encontrado en diversos estudios ¢chumanos, donde se ha sugerido que el
impacto de los antibiéticos se/evalua  mejor de forma individual (Power et al.,
2014). Lo que hace que sea muy dificil predecir como la microbiota intestinal de
un individuo puede responder a una intervencion (Healey, Murphy, Brough,

Butts, & Coad, 2017; Tap et al., 2015).

En general, el tratamiento con antibidticos conduce @ uma disminucion en la
diversidad de la microbiota. A pesar de esto, la comunidad es bastante
resistente y puede parecerse al estado previo al tratamiento. en cuestion de
dias o0 semanas. Sin embargo, una serie de otros estudios han demostrado que
las alteraciones de la composicion bacteriana después de la administracion de
antibioticos a menudo pueden persistir durante un periodo de “tiempo
prolongado después de la interrupcion del tratamiento, y algunos miembros de

la comunidad bacteriana no pueden regresar a los niveles previos al
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tratamiento y estos pueden incluso ser perdido de la comunidad

indefinidamente (Power et al., 2014)

lsa, microbiota puede promover la resistencia a la colonizacion por especies
patogenas. Por ejemplo, los ratones que son tratadas con antibioticos o que se
crian\en __ambientes estériles son mas susceptibles a bacterias patdégenas
entéricas\_tales como Shigella flexneri, Citrobacter rodentium, Listeria
monocytogenes .y Salmonella entérica, Typhimurium serovar (Baumler &

Sperandio, 2016):

Estudios afirman queda riqueza y la estabilidad de la microbiota intestinal son

parametros importantes en la simbiosis huésped-microbio (Tap et al., 2015).

Con respecto a los datos_obtenidos, se encontré que la administracion de la
mezcla de antibidticos”.-de amplio espectro (ampicilina, gentamicina,
metronidazole y vancomicina)_redujo significativamente (p < 0.05) el nUmero de
Lactobacillus plantarum (disbiosiS))y la=funcionalidad gastrointestinal (efecto
constipante) en el ratdon, ambos=efectos/ fueron revertidos con el post-
tratamiento con L. plantarum este efecto benéfico del probiético ha sido

reportado por diversos autores (Dimidi et al., 2017;'Seddik et al., 2017)

Los antibidticos, inducen disbiosis, de acuerdo a su mecanismo de accion, al
eliminar un nimero importante de bacterias; por ejemplo: la“ampicilina es un
inhibidor de la sintesis de la pared bacteriana e induce lisis celularida ribosomal
30 S; el metronidazol, favorece la produccion de radicales libres{(Superoxido,
peroxido, oxhidrilo), los cuales se intercalan con el ADN bacteriano egdmpiden
los procesos de replicacion y transcripcion del ADN; la vancomicina, inhibidor

de la sintesis de pared celular, al bloquear la accién de la tranglicosilasa (Calvo
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& Martinez-Martinez, 2009; Delungahawatta et al., 2017; Pérez-Cobas et al.,
2013; Theriot et al., 2014). Por lo anterior, los antibiéticos, al modificar tipo y
numero de bacterias presentes en la mucosa intestinal, y ser estas bacterias,
engparte, responsables del buen funcionamiento digestivo, en nuestro estudio
se encontraron alteraciones gastrointestinales dependientes de la region

intestinal .eStudiada.

Asi, las variables.como el niumero de evacuaciones, el porcentaje de humedad,
el transito gastrointestinal (boca- ano) y rectal (recto-ano) fueron inhibidas de
manera significativalpor el tratamiento antibiético, y revertidas, al igual que la
disbiosis, por la administracion de L. plantarum. En este mismo sentido,
investigadores como Ge y ¢olS.; (2017) reportan un efecto constipante intestinal
semejante a nuestros resultados, sin embargo, difieren en el contenido de agua
fecal, ya que reportan un®contenido, mayor en los ratones que recibieron
antibiético, probablemente acorde,con untamafno mayor de los pellets, variable
reportada por Ge y cols., (2017); pero no registrada en nuestro estudio. Los
tiempos de transito mas cortos se pueden vincular con una mayor abundancia
de especies de rapido crecimiento como els"género Ruminococcaceae-
Bacteroides (Firmicutes), lo que sugiere una estrategia, para evitar el lavado
como mecanismo propio del intestino, permitiendo la replicaciéon méas rapida de
ciertos microorganismos benéficos, esta tendencia estd ausente en individuos
con presencia del género prevotella. Por otro lado, sugieren que loesmetabolitos
derivados de microorganismos alterados del microbioma podrian~afectar la
motilidad intestinal observado a través del desarrollo del estrefiimiento
(Xiaolong Ge, Wei Zhao, et al.,, 2017; Vandeputte et al., 2016), resultado

obtenido en nuestro estudio.
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También, el efecto inhibitorio inducido por el antibiético en el raton Balb/c, se
cuantifico con mas detalle, al registrar el curso temporal de la defecacién (2, 4,
6.y 8 h). Existen estudios del efecto antibiético ejercido sobre el aparato
digestivo, sin embargo, reportes sobre el curso temporal de dicha inhibicién son
limitad@s y controversiales (Aguilera, Vergara, & Martinez, 2013). En nuestra
investigacion, el curso temporal reforzé el dato de que el transito rectal se
inhibié significativamente en el grupo antibidtico y fue revertido por el
probidtico, y si,d0s-tiempos de transito gastrointestinales son productos de los
movimientos funcionales y dependientes de la region intestinal, este hecho se
reflejé en nuestro cursetemporal (Khoruts & Sadowsky, 2016; Tojo et al., 2014;

Yang, Jiang, Zheng, Wang/& Yang, 2014).

Por otro lado, en relacion’al mecanismo de accién del probiotico se sabe que la
accion del probidtico e interaccion¢on el eje intestino-cerebro son modulados
por los nervios sensoriales aferentes quetinfluyen en la motilidad intestinal. Sin
embargo, se ha demostrado queesta propiedad se les confiere a ciertas
especies y cepas probidticas (de LeBlanc & LeBlanc, 2014; Dimidi et al., 2017;

Saulnier et al., 2013).

Finalmente, en el modelo animal de raton Balb/c se(produjo disbiosis por un
tratamiento antibidtico, manifestada por la reduccién del numero de
Lactobacillus sp presentes en la materia fecal del raton y una disfuncionalidad
intestinal (menor numero de evacuaciones, menor humedad, disminucion del
transito gastrointestinal y rectal). Todo lo anterior, revertido por{el post-

tratamiento con el probidtico Lactobacillus plantarum.
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Estos resultados difieren de los mostrados en otros estudios, ya que, el modelo

de administracion de antibioticos (mecanismo de accion) y cepa de ratdn

ttilizado es diferente.

Comparacion de diversos autores con el presente trabajo

ReferentCia Tratamientos Resultados
v -
| Cambios en la composicion de
Ge, X etal. isbiosis x 4 neomicina, ) 'a compos|
: la MI, transito colénico y
2017 sem metronidazol y astrointestinal
O/ vancomicina 9 '
Aguilera, M Disbiasis x 2 Bacitracina Cambios en la composicion de
e? al 20’15 < neomicina’ la MI, modificé las respuestas
' motoras.
Theriot, C et | Disbiosis x @’ Cefoperazona CT: Sug_c ep t'b'{'da.d abC_DI
l. 2014 sem AEsporas de CDI ambio en el microbiota
al. PN ‘ gastrointestinal
Colitis
Méndes. M asociada‘a Mezcla de 1 Lactobacillus,
ot al 20’18 cancer de probidticos Bifidobacterium, Clostridium.
. colén x 60 Azoximetano | Inflamacién y carga tumoral
dias
2 \ W Relacion entre parametro fecal
0 y contenido de agua afectado
Vandeputte ?:r:gznsci)rf &ﬂﬁgaﬂ do no solo por la motilidad
et al., 2016 tratamiento EVACLACIEN intestinal, sino también por la
riqueza de la microbiota
d intestinal.
Mecanismo de @stino posible reservorio de
Khoruts L : 5 i
Sadowsky, | _Revision | wansferenciade | SECRER B a0 T o de
2016 sistematica mlcro(_l?_l&tg)fecal SiGlicos. microbiota
rest da a través de TMF
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9. Conclusiones

Se identifico como Lactobacillus plantarum la cepa aislada del probiético

comercial.

a.. administracion del antibidtico significativamente el numero de
Lactobacillus sp, en heces del raton Balb/c, y se recupero6 rapidamente de

manera significativa posterior a la administracion del probiotico.

La motilidad’ intestinal se normalizo, al igual que el porcentaje de humedad

en heces posterjor.al tratamiento con Lactobacillus plantarum.

La administracion del probidtico redujo el porcentaje de agua en heces y la
motilidad intestinal cuando los ratones no habian sido tratados con

antibioticos.
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10.Perspectivas

Identificar el microbioma normal, presente en el tracto gastrointestinal de esta
Cepa de raton Balb/c mediante secuenciacion ARNr 16s, para su posterior

comparacion en otros estudios similares realizado en nuestro proyecto.

Caracterizar sus rasgos de seguridad y propiedades bactericidas de la cepa de

Lactobacillus plantarum identificada.

Realizar un cepario.de BAL, derivadas de varias fuentes (comercial, alimentos
de la region, heces humanas), para evaluar posteriormente, sus caracteristicas
funcionales, tecnologicas.y de seguridad, asi como sus propiedades probiéticas

sobre el tracto gastrointestinal:

Perspectiva docente: Implementar.el modelo de raton para pruebas de funcién
gastrointestinal como parte de)un taller.complementario de la licenciatura en

Nutricion.
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