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CAPITULO 1
1. INTRODUCCION

Las bacterias acido lacticas son microorganismos importantes en la preparacién de -cultivos
iniciadores en la industria alimenticia y son casi todas Gram positivas. No es posible la aplicacion de bacterias
Gram negativas por su sensibilidad a los métodos comunes de preparacion de los iniciadores. Las bacterias
presentan mayor eficiencia y multiplicidad que las levaduras y los hongos. Del alto grado de crecimiento y
metabolismo resulta una rapida conversiéon de sustratos, lo que produce una amplia variacion en calidad
sensorial. Ademas son activas dentro de un amplio intervalo de temperatura y condiciones de éxido-reduccion,
lo cual capacita a las bacterias para realizar procesos no sélo en condiciones de crecimiento termofilico,
mesofilico y psicrofilico, sino también a desarrollarse en la superficie de sustrato y en partes mas internas

donde el oxigeno es deficiente, es decir, son facultativas (Academia de Plantas Piloto de Alimentos, 2004).

Por otro lado, los probidticos son alimentos funcionales caracterizados por la presencia de
microorganismos vivos que siendo capaces de superar el trnsito intestinal y colonizar el intestino grueso
ejercen diversos efectos beneficiosos: equilibrar la microbiota coldnica, mejorar el transito intestinal, potenciar
la inmunidad, mejorar la absorcion de nutrientes, etcétera (Rodriguez, 2008).

El campo de los productos lacteos probiéticos, los fermentos probidticos y los efectos beneficiosos
para la salud de las personas o animales se esta investigando extensamente. Las investigaciones realizadas
hasta la fecha sobre los posibles efectos beneficiosos para la salud de los productos probiéticos han
demostrado efectos positivos, sin embargo aln son necesarias investigaciones para confirmar la autenticidad
de los resultados (Astiazaran, 2003).

El proposito de este proyecto es realizar evaluaciones in vivo sobre el potencial probidtico de una
bacteria acido lactica aislada a partir de la taberna, bebida obtenida a partir de la fermentacién espontanea de

la savia de la palma de coyol (Acrocomia aculeata).
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CAPITULO 2
2. JUSTIFICACION

En las Ultimas décadas los héabitos alimentarios han variado. Los nuevos estilos de vida han
provocado el abandono de ciertos habitos alimentarios saludables que formaron parte durante afios de la
historia y la tradicién. Esto lleva, a que, en nuestra sociedad, los desequilibrios y desajustes alimentarios
provocados por la falta de tiempo para cocinar, el ritmo de vida actual, y la enorme oferta de alimentos que
dificulta la toma de decisiones adecuadas, se relacionen con la aparicion de un gran numero de
enfermedades, debido en gran parte, a la alteracion de la flora intestinal provocada por la ingesta inadecuada
de éstos. Y, es por eso, que ya no se trata solo de que se reduzcan los alimentos cuyo exceso puede ser
perjudicial para nuestra salud, sino de buscar también, aquellos que tengan beneficios saludables, ayudando
a compensar estos desequilibrios y garantizando las ingestas adecuadas de nutrientes recomendadas, y nos

ayuden a retrasar la aparicion de algunas enfermedades.

Actualmente, la tendencia en nutricién, es la importancia de retomar y/o generar en las personas
hébitos de vida saludables, basandose, no solo en la composicién nutricional de los alimentos, sino también
en sus propiedades. En base a esta necesidad surgen los alimentos funcionales, que son aquellos que
actian beneficiosamente sobre una o mas funciones del organismo, mas all4 de su efecto nutricional,
mejorando la salud y el bienestar, y/o reduciendo el riesgo de enfermedad. Los alimentos prebidticos y
probidticos son parte de los denominados alimentos funcionales, y por lo tanto contribuyen a la preservacion
de este estado de salud.

A consecuencia de lo anterior, la demanda e inclusién de probiéticos en nuestros alimentos ha
aumentado considerablemente en los Ultimos afios, y con ello van surgiendo numerosas investigaciones que
buscan fuentes alternativas de probidticos, lo que ha llevado a la exploracién de nuevos ambientes de
crecimiento y distintas poblaciones de cepas que permitan encontrar nuevas cepas con potenciales

probidticos.

En Chiapas, existe una gran variedad de alimentos tradicionales que debido a su composicion y
procesamiento pueden ser una fuente de bacterias acidolacticas (BAL) que podrian tener actividad probidtica.
Este es el caso de la taberna, bebida que se obtiene de la fermentacidon espontanea de la savia de la palma
de coyol. Las denominadas BAL se han reconocido por sus efectos beneficiosos a la salud, entre los que
destacan la reduccion y la prevencion de la diarrea, la mejora del equilibrio microbiano intestinal debido a la
actividad antimicrobiana, la prevencion de alergias a los alimentos y el aumento del potencial inmune, asi

como actividad antioxidante, por lo cual su aplicacion en la industria de los alimentos va en ascenso.
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CAPITULO 3

OBJETIVOS

3.1. GENERAL

Determinar mediante ensayos in vivo y pruebas de seguridad el potencial probiético de Lactobacillus

plantarum aislada a partir de la bebida tradicional fermentada conocida como taberna.

3.2. ESPECIFICOS

» Evaluar la disminucién de colesterol en la sangre de un grupo de ratones mediante el método de
CHOD-PAP (kit Randox).

» Determinar el efecto de las bacterias acidolacticas administradas a unidades experimentales de

ratones sobre la microbiota nativa.

» Comprobar el establecimiento de las bacterias acidolacticas en el tracto gastrointestinal (TGI) de los

ratones.

» Realizar pruebas de toxicidad en ratones.

» Realizar pruebas de translocacion de las bacterias acidolacticas suministradas hacia la sangre,
higado y bazo de los ratones.
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CAPITULO 4
4. CARACTERIZACION DE AREA DONDE SE DESARROLLO EL PROYECTO
4.1. HISTORIA DEL INSTITUTO TECNOLOGICO DE TUXTLA GUTIERREZ

En la década de los 70’s, se incorpora el estado de Chiapas al movimiento educativo nacional
extension educativa, por intervencion del Gobierno del Estado de Chiapas ante la federacién. Esta gestion dio
origen a la creacion del Instituto Tecnolégico Regional de Tuxtla Gutiérrez (ITRTG) hoy Instituto Tecnolégico
de Tuxtla Gutiérrez (ITTG).

El dia 23 de agosto de 1971 el Gobernador del Estado, Dr. Manuel Velasco Suarez, colocé la primera
piedra de lo que muy pronto seria el Centro Educativo de nivel medio superior mas importante de la entidad y
el dia 22 de octubre de 1972, con una infraestructura de 2 edificios con 8 aulas, 2 laboratorios y un edificio
para talleres abre sus puertas el Instituto Tecnoldgico de Tuxtla Gutiérrez con las carreras de Técnico en

Maquinas de Combustidon Interna, Electricidad, Laboratorista Quimico y Maquinas y Herramientas.

En el afio 1974 dio inicio la modalidad en el nivel superior, ofreciendo las carreras de Ingenieria
Industrial en Produccién y Bioquimica en Productos Naturales. Para 1980 se amplié la oferta educativa al

incorporarse las carreras de Ingenieria Industrial Eléctrica e Ingenieria Industrial Quimica.

En 1987 se abre la carrera de Ingenieria en Electrénica y se liquidan en 1989 las carreras del sistema
abierto del nivel medio superior y en el nivel superior se reorientd la oferta en la carrera de Ingenieria
Industrial Eléctrica y se inicia también Ingenieria Mecénica. En 1991 surge la licenciatura en Ingenieria en
Sistemas Computacionales.

En 1998 se establecid el programa interinstitucional de posgrado con la Universidad Auténoma de
Chiapas para impartir en el Instituto Tecnoldgico la Maestria en Biotecnologia.

A partir de 2000 se abrié también la Especializacion en Biotecnologia Vegetal y un afio después dio

inicio el programa de Maestria en Ciencias en Ingenieria Bioquimica y la Licenciatura en Informatica.

Fue en el afio 2011 que se inauguré el Polo Tecnoldgico, construyéndose un edificio de
aproximadamente 800 metros cuadrados. El proyecto consiste en un centro de verificacién de calidad en
materia de biocombustibles, cuenta con 11 laboratorios y en ellos podran realizarse 26 métodos de prueba
para biodiesel. Consta de tres etapas: disefio y construccion del edificio, compra de equipos,
acondicionamiento de espacios e instalaciones de equipos, y la capacitacion y puesta en marcha de los

métodos de analisis descritos en la norma EN-14214.

4.2. MISION
Formar de manera integral profesionistas de excelencia en el campo de la ciencia y la tecnologia con

actitud emprendedora, respeto al medio ambiente y apego a los valores éticos.

4.3. VISION
Ser una institucion de excelencia en la educacién superior tecnolégica del sureste, comprometida con

el desarrollo socioeconémico sustentable de la region.
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4.4. VALORES

El ser humano

El espiritu de servicio

El liderazgo

El trabajo en Equipo

La calidad

El alto Desempefio
Respeto al Medio Ambiente

YV V V V V VYV V

4.5. UIBCACION

Carretera Panamericana Km1080, Col. Teran, C.P. 29050. Tuxtla Gutiérrez, Chiapas.
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Figura 1. Ubicacioén del Instituto Tecnoldgico de Tuxtla Gutiérrez

4.6. DESCRIPCION DE LAS INSTALACIONES DONDE SE REALIZO EL PROYECTO
Como se mencioné anteriormente, El Polo Tecnoldgico Nacional Para el Desarrollo de Investigacion
y Pruebas Analiticas en Biocombustibles es un edificio de aproximadamente 800 metros cuadrados, que

cuenta con 11 laboratorios para la verificacion de la calidad de biocombustibles en el cual podran realizarse 26

métodos de prueba para biodiesel de acuerdo a la norma EN-14214.

Dentro de sus instalaciones se encuentra un laboratorio de Microbiologia que provee del espacio y
equipo necesario para llevar a cabo los diversos analisis y pruebas que exige nuestro proyecto, tal como una

camara de inoculacion, agitadores, un microscopio electrénico, asi como el material de cristaleria y reactivos

necesarios para la preparacion y analisis de muestras.
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Figura 2. Croquis del Polo Tecnoldgico Nacional Para el Desarrollo de Investigacién y Pruebas

Analiticas en Biocombustibles

Figura 3. Polo Tecnoldgico Nacional para el Desarrollo de Investigacion y Pruebas

Analiticas en Biocombustible
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CAPITULO 5

5. PROBLEMAS A RESOLVER

» Generar informacién sobre la bacteria elegida y comparar los resultados con estudios realizados
anteriormente con bacterias acidolacticas.

» Establecer la concentraciéon minima de la cepa capaz de sobrevivir e instalarse en el tracto
gastrointestinal.

» Demostrar la inocuidad de la bacteria asi como su capacidad reductora de colesterol.

CAPITULO 6
6. ALCANCES Y LIMITACIONES

La realizacion de este proyecto permite dar continuidad y complementar a investigaciones previas
sobre cepas nativas de bebidas fermentadas tradicionales y su aplicacién como probiéticos. En base a los
resultados obtenidos se da paso al estudio y formulacion de alimentos funcionales que resulten ademas de
beneficiosos, atractivos para el consumidor y satisfagan la demanda actual de consumo de probiéticos. Por
otra parte, resulta interesante que las fuentes que se estan investigando para obtener estas cepas sean
precisamente bebidas fermentadas tradicionales conocidas por sus propiedades medicinales (en el caso de la
taberna se le han atribuido propiedades como desinflamante, cicatrizante de ulceras estomacales y laxante),
lo cual ademés impulsaria la investigacion, estandarizacion y hasta produccion a mayor escala de éstos; en el
caso de la palma de coyol se estudiaria su explotacion controlada, puesto que es una especie que tarda en
germinar de 1 a 5 afios antes de que pueda aprovecharse su pulpa.

Es importante sefialar las condiciones bajo las cuales se llevo a cabo el proyecto. Realizar pruebas in
vivo resulta complicado si no se controla totalmente el medio en que se desarrollan los experimentos. En
nuestro caso, resulta complicado trabajar con ratones que se estresan al menor cambio en su entorno. El
tiempo es un factor determinante. Las pruebas realizadas requieren de tiempo suficiente para poder obtener
resultados convincentes y se considerd prudente realizar pruebas preliminares para poder establecer las
limitantes que podrian presentarse a lo largo del desarrollo experimental (como por ejemplo adaptar los
roedores al alimento hiperlipidico, o tomar muestras de sangre y heces y trasladarnos a nuestro laboratorio
para realizarles los andlisis correspondientes); estas pruebas de estandarizacion nos llevaron un poco mas de
tiempo del previsto por lo cual al momento de redactar este reporte no se tenian datos de la prueba de
colesterol, y solamente se tenian resultados parciales de las demas pruebas, lo cual retrasé el cronograma

previsto.
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CAPITULO 7

7. FUNDAMENTO TEORICO
7.1. BEBIDAS ALCOHOLICAS FERMENTADAS

El proceso comln que interviene en la elaboracién de bebidas alcohdlicas es la fermentacién que
realizan los microorganismos presentes en la materia prima. El término fermentacion es entendido de forma

distinta en el contexto de la biologia celular que en el contexto industrial.

En el sentido bioldgico la fermentacion es un proceso de obtencién de energia en condiciones
anaerobicas (ausencia de oxigeno) que puede generar como producto final &cido lactico (fermentacion lactica
por las bacterias acido lacticas) o etanol (fermentacion alcohélica por levaduras).

La reaccidn de la fermentacion lactica seria:
Glucosa — Acido Lactico + ATP + H,0
La reaccion de la fermentacion alcohdlica seria:
Glucosa — Etanol + ATP + CO;

En el contexto industrial, se denomina fermentaciéon a un proceso microbiano a gran escala, tanto si

se realiza en condiciones aerébicas como anaerdbicas.

Gracias a los productos fermentados las biotecnologias nos procuran una alimentacion mas rica en
vitaminas, facil de digerir y sabrosa. El uso de enzimas seleccionadas permite evitar todo tipo de
contaminacion. A menudo, los productos metabdlicos de la fermentacion, como el &cido lactico, el &acido
acético y el alcohol, contienen naturalmente inhibidores de la descomposicidon de las materias organicas; a
veces son las propias enzimas las que producen un antibiético capaz de luchar contra la invasion de los
gérmenes. Las fermentaciones ofrecen una inestimable fuente de produccion de alimentos y
descontaminacion (P4ez, 2010).

La fermentaciéon de los alimentos es una practica muy antigua presente en todas las culturas del
mundo. Algunos alimentos fermentados han trascendido sus fronteras de origen para convertirse en productos
cotidianos en mas de un continente: sin embargo, aquellos que se producen en forma artesanal o
semicomercial, o bien para el consumo de culturas particulares se denominan “tradicionales”. Las
fermentaciones implicadas en estos alimentos revisten una enorme complejidad, y su estudio ha aportado y

seguird aportando enorme riqueza al conocimiento biotecnolégico.

Los alimentos fermentados son aquellos cuyo procesamiento involucra el crecimiento y la actividad
de microorganismos. Existe una gran variedad de este tipo de alimentos en el mundo. Algunos de ellos como
el vino, la cerveza, el vinagre, los quesos y el pan han sido extensamente estudiados, se han aislado los
microorganismos que producen los cambios deseados en sus materias primas y se consumen en cualquier
parte del mundo. Existe, sin embargo, un gran nimero de alimentos fermentados que se producen en forma
regional y que no se conocen fuera de su lugar de origen. Estos alimentos forman parte importante de la dieta

de muchos grupos étnicos, los cuales los han consumido desde tiempos inmemoriales.
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Los métodos tradicionales de producciéon de estos alimentos son sencillos, baratos, no requieren
equipo complicado y utilizan materias primas disponibles y de bajo costo. Por medio de estos procedimientos
se pueden convertir materiales desagradables al gusto en alimentos atractivos, proporcionando sabor y
variedad a la dieta. Se conservan productos animales y vegetales, se destruyen factores antinutricionales, se
mejora el valor nutritivo y en muchos casos se reduce el tiempo de coccion, lo que representa un ahorro de
energia. Por estas razones pueden ser usados para mejorar y extender la alimentacion mundial a costos

relativamente bajos.

Estos alimentos se producen a nivel casero 0 a pequefia escala, en muchas ocasiones con malas
condiciones higiénicas y se obtienen productos de calidad variable. El estudio de estas fermentaciones

permite mejorar su elaboracién a nivel rural y también producirlos a nivel industrial.

Tal vez el ejemplo mas claro de la expansién de este tipo de productos es el yogurt. Este
tiene su origen en los Balcanes y antes de 1950 era desconocido en el mundo occidental. Actualmente es la
leche fermentada que ha sido mas estudiada. Se sabe que su microflora esta constituida por dos

microorganismos que interaccionan en la leche por medio de una relacion de protocooperacion.

Se conocen con exactitud los compuestos que imparten el sabor caracteristico al yogurt y las vias
metabdlicas por los cuales son producidos. En su elaboracion se utilizan cultivos iniciadores definidos y se ha
modificado con fruta para enmascarar el sabor acido del yogurt natural y sélidos de leche para mejorar su

consistencia.

Por otra parte, el estudio de los alimentos fermentados tradicionales ha llevado al desarrollo de
nuevos productos. Debido a que estos procesos se han llevado a cabo durante tantos afios se han
seleccionado en forma natural microorganismos con caracteristicas especiales. Asimismo, las industrias de
alimentos se encuentran en constante busqueda de desarrollos novedosos para mejorar la aceptacion de sus
alimentos y para la obtencidon de nuevos productos. Nuevamente el yogurt es un buen ejemplo. Ha salido al
mercado yogurt congelado en forma de paletas o helados, yogurt liquido y yogurt seco para usarse como
ingredientes en sopas, aderezos para ensaladas y productos de confiteria (Wacher R., 2012).

7.2. DEFINICION E IMPORTANCIA DE BACTERIAS ACIDOLACTICAS

Las bacterias acidolacticas se encuentran sobre las plantas de la naturaleza, pero algunas especies
estan en la leche en grandes cantidades. Otras se encuentran en los intestinos de los animales. El grupo
incluye bacilos y cocos, que pueden formar cadenas de longitud variable pero que nunca dan lugar a esporas.

Las bacterias acidolacticas son anaerobias facultativas. La mayor parte de ellas mueren por
calentamiento a 70°C, aunque la temperatura letal para algunas de ellas es hasta 80°C. Las bacterias
acidolacticas prefieren la lactosa como fuente de carbono. La fermentan dando lugar a &acido l4ctico. La
fermentacion puede ser pura o impura, es decir, el producto final puede ser casi exclusivamente &cido lactico
(fermentacion homofermentativa) o bien otras sustancias pueden ser producidas, tales como el acido lactico,

anhidrido carbénico e hidrégeno (fermentacién heterofermentativa).

La capacidad fermentativa varia de acuerdo con las especies. La mayor parte de las bacterias
acidolacticas forman entre un 0.5 y un 1.5% de acido lactico, pero hay especies que pueden formar hasta un
3%.
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Para su crecimiento, las bacterias acidolacticas necesitan compuestos nitrogenados organicos. Los
consiguen de la caseina de la leche por rotura de la misma con la ayuda de enzimas proteoliticas. Sin

embargo, la capacidad de romper la caseina varia mucho de una especie a otra (Bylund, 2003).

La aplicacion cientifica de los cultivos bacterianos iniciadores tiene aproximadamente un siglo. La
industria lactea empez6 con el uso de éstos y alun se mantiene a la vanguardia en la tecnologia de cultivos
iniciadores. Los progresos logrados en este campo han permitido sustituir procesos fortuitos o espontaneos de
fermentacién de alimentos por el uso de cultivos iniciadores y esto puede observarse en tecnologia de carnes,
produccién de pastas 0 masas acidas, elaboracion de vinos y fermentaciéon de jugos y vegetales. Sin
embargo, aun algunos procesos de importancia en la industria alimentaria se efectdan por fermentacién
espontanea, por ejemplo en la produccion de vinagre, fermentacion de encurtidos, pastas o masas (pozol),
vegetales, etcétera.

Las bacterias acido lacticas son microorganismos importantes en la preparacion de cultivos
iniciadores en la industria alimenticia; estudios més recientes permiten tener un mejor conocimiento sobre la

fisiologia, genética y ecologia de estos microorganismos.

Los cultivos iniciadores son preparaciones que contienen microorganismos vivos y se aplican con la
intenciéon de aprovechar su metabolismo. La mayor parte de los cultivos iniciadores se usan en la produccion
de alimentos y se definen como “Los alimentos fermentados son productos aceptables preparados con
materiales crudos o tratados térmicamente, que adquieren propiedades caracteristicas (sabor, aroma,
apariencia, textura, consistencia, vida de anaquel) por un proceso en el cual los microorganismos estan
implicados”. Actualmente los cultivos iniciadores tienen acceso a nuevos campos de aplicacion en terapia de
humanos, animales y plantas, proteccion de plantas, tratamiento de aguas residuales y tratamientos de
suelos.

Las bacterias contenidas en los iniciadores utilizados en la fermentacion de alimentos son casi todas
Gram positivas. No es posible la aplicacién de bacterias Gram negativas por su sensibilidad a los métodos
comunes de preparacion de los iniciadores. Las bacterias presentan mayor eficiencia y multiplicidad que las
levaduras y los hongos. Del alto grado de crecimiento y metabolismo resulta una rapida conversion de
sustratos, lo que produce una amplia variacion en calidad sensorial. Ademas son activas dentro de un amplio
intervalo de temperatura y condiciones de éxido-reduccién, lo cual capacita a las bacterias para realizar
procesos no so6lo en condiciones de crecimiento termofilico, mesofilico y psicrofilico, sino también a
desarrollarse en la superficie de sustrato y en partes mas internas donde el oxigeno es deficiente, es decir,

son facultativas (Academia de Plantas Piloto de Alimentos, 2004).

Los tipos méas importantes de bacterias acidolacticas, utilizadas en la industria lactea, aparecen en la
tabla siguiente, que también da los datos mas importantes de las citadas especies. Algunas especies
comunes de bacterias del acido lactico mesofilas han sido recientemente renombradas sustituyendo
Lactococcus (Lc.) por Streptococcus (Sc.) como nombre genérico. Asi, Sc. lactis, cremoris y diacetilactis se

llaman ahora Lc., lactis, cremoris y diacitelactis, respectivamente (Bylund, 2003).
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Tabla 1. Bacterias acidolacticas de importancia en la industria lactea

TEMPERATU FERMENTAN FERMENTAN ENZIMAS UTILIZADAS EN

ESPECIES RA OPTIMA LACTOSA EL ACIDO PROTEOLITI
(°C) A OTRAS CITRICO A CAS

ACIDO SUSTANCI

AS

Str. Leche acidificada,
thermophilus queso

25-30 0.5-0.7 - - Si Leche acidificada

25-30 0.5-0.7 - - Si Leche acidificada

25-30 0.3-0.6 5 CO,, volatiles, Si Leche acidificada,
diacetilactis diacetilo queso,

mantequilla
25-30 0.2-0.4 CO; CO, volatiles, Si Leche acidificada
diacetilo

37 0.6-0.9 - - - Leche acidificada
30 1.2-15 - - Si Queso
40-45 1.2-15 - - Si Queso

40-45 2.0-2.7 - - Si Leche acidificada,
queso

40-45 1.5-2.0 - - Si Leche acidificada

Bifidobacteriu 37 0.4-0.9 Acido - - Leche acidificada

m acético
7.2.1. CARACTERISTICAS GENERALES DE LAS BACTERIAS LACTICAS

Las bacterias lacticas forman una familia muy heterogénea cuyo héabitat comdn es la leche y se
caracterizan por las siguientes propiedades generales:

Gram positivas.

No esporuladas.

Microaerofilicas o anaerobias facultativas.
No reducen los nitratos.

No producen catalasa.

Con poca actividad proteoliticas.

vV V V V V V V

Fermentan los azUcares en diferentes condiciones.

7.2.2. CLASIFICACION DE LAS BACTERIAS LACTICAS

»  Grupo homofermentativo
Estas bacterias poseen las enzimas aldolasa y hexosa-isomerasa, pero carecen de la fosfocetolasa.
Usan la ruta de Embden-Meyerhoff-Parnas (EMP) para la producciéon de dos moléculas de acido lactico por
cada molécula de glucosa consumida. Solo forman pequefias cantidades de otros metabolitos diferentes de
acido lactico el cual representa del 90 al 97% de la lactosa fermentada. Dentro de este grupo se tiene:

e Thermobacterium (Lactobacillus): bastones alargados, aislados o en cadenas cortas, termdfilos

(temperatura 6ptima entre 40 a 48°C), acidificantes muy enérgicos (hasta el 2.7% de &cido inactivo o

levégiro), actividad caseolitica notable.
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e Streptobacterium (Lactobacillus): bastones cortos en cadenas, acidificacion muy lenta pero marcada
(mayor de 1%, &cido inactivo o dextrégiro), actividad caseolitica.
e Streptococcus: formas esféricas en cadena, acidificacion rapida (menos de 1%), poca actividad

caseolitica.

» Grupo heterofermentativo
Este grupo de bacterias contiene la enzima fosfocetolasa, pero carece de la aldolasa y hexosa-
isomerasa, asi que en lugar de seguir la via EMP para a degradacion de glucosa, utilizan las vias de la
hexosa monofosfato o de la pentosa como se observa en la siguiente figura. La produccién de acido es mas

débil; ademas del acido lactico se forman otros acidos, sustancias diversas y CO2.

Glucosa
1
|’ 1 |
2 ATP - 1ATP 2ATP —
i l COy i—dATP
w w
Hexosa Fasfo Piruvato
Isomerasa Cetolasa
. -
2 Acido lactico N L
Acido Etanol
lactico
(A} (B)

Figura 4. Via de hexosas monofosfato y de pentosas

e Bifidobacterium (Lactobacillus bifidos): bastones que se ahorquillan en los cultivos viejos, producen
acido acético en proporcién elevada y &cido lactico dextrdgiro, son anaerobios.

e Betabacterium (Lactobacillus): tienen forma de bastén, producen poco acido (0.5% méximo) en forma
de una mezcla de é&cidos lactico, acético, succinico, etcétera. No actlan sobre la caseina, acido
lactico inactivo.

e Betacoccus (Leuconostoc): formas esféricas semejantes a los estreptococos, pero el acido lactico
producido es levdgiro; proceden de los vegetales en descomposicion, remolachas, etcétera,
fermentan las pentosas y descomponen las pectinas, fermentacion viscosa con la sacarosa y

produccién de mucilago.

Sin embargo, desde el punto de vista practico dentro de la industria lactea se emplea mas la
clasificacion de Bergey, en donde los géneros mas importantes son Lactobacillus, Streptococcus y

Leuconostoc.

7.2.3. FERMENTACIONES LACTICAS
Se realiza por todas las bacterias lacticas y es la fermentacién mas importante en la leche
ya que se requiere en todos los casos realizandose en una amplitud de temperaturas de 10 a 50°C,
provocando la coagulacion acida al llegar a un pH de 4.6 que es el punto isoeléctrico de la caseina.
7.2.4. PRODUCCION DE ACIDO LACTICO
Se realiza por todas las bacterias lacticas y es la fermentacion mas importante en la leche ya que se
requiere en todos los casos realizandose en una amplitud de temperaturas de 10 a 50°C, provocando la

coagulacién acida al llegar a un pH de 4.6 que es el punto isoeléctrico de la caseina.
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7.2.5. PRODUCCION DE ACIDO PROPIONICO
Esta fermentacién la efectian las bacterias heterofermentativas utilizadas en queseria (Emmental,
suizo, Gruyere, etcétera) donde el acido lactico es transformado en &cido propidnico y acético con
desprendimiento de CO; el cual forma los “0jos” en los quesos (Propiniobacterium shermanii) (Academia de
Plantas Piloto de Alimentos, 2004).
3CH3-CHOH-COOH — 2CH3CH,COOH + CH3COOH + CO; + H0
Acido lactico Acido propidnico Acido acético

7.3. Lactobacillus plantarum

De todas las especies de Lactobacillus, Lactobacillus plantarum es una de las mas estudiadas y
comprendidas en términos de fisiologia, genética y ecologia. Se le ubica en entornos vegetales y es
comunmente aislada de vegetales en estado de descomposicion. También puede encontrarseles en el tracto
intestinal de mamiferos y en sus heces, aunque no se sabe si éstos Ultimos pueda considerarse como habitats

primarios (Daeschel y Nes, 1995).

Contienen muchas caracteristicas atipicas para lactobacilos, como la motilidad, actividad
pseudocatalasa o reduccion de nitratos. Dada la considerable variacion entre especies algunas cepas suelen
emparentarse a L. pentosus, anteriormente considerada homélogo con L. plantarum (Pot y Tsakalidou, 2009).

Metabdlicamente, la especie es capaz de degradar un amplio rango de carbohidratos simples y
complejos, incluyendo &cidos orgénicos, pentosas, di y trisacaridos, almidon y pectina. Se observa
invariablemente como la bacteria acidolactica predominante en la terminacién de fermentaciones l4cticas.
Esto se atribuye a su diversidad metabdlica y tolerancia a bajo pH y ambientes altamente &cidos. Estas y otras
caracteristicas la han convertido en el cultivo iniciador para diversas fermentaciones lacticas comerciales,

incluyendo ensilaje, encurtidos, oliva, vinos y salchichas.

La especie comunmente alberga plasmidos, la mayoria de los cuales siguen siendo cripticos. El
organismo es receptivo a la transformacion del ADN y para la transferencia conyugal de plasmidos. Ademas
son capaces de producir péptidos antimicrobianos llamados bacteriocinas, quizd como un medio para
competir contra otras especies. Fue también la primer especie conocida por poseer la habilidad Unica de
protegerse de los radicales libres de oxigeno por una reduccion de superoxido no enzimatica mediada por

manganeso.

El metabolismo de la glucosa es homofermentativo, un rasgo deseable para usarse como cultivo
iniciador en otras fermentaciones. sin embargo, estudios demuestran que el producto final de fermentaciones
primarias -lactato- puede ademas ser metabolizado bajo ciertas condiciones a una variedad de productos,
incluyendo acetoina, formiato y acetato. Al igual que otras BAL, L. plantarum es susceptible a infecciéon de
fago; sin embargo, en fermentaciones de alimentos el deterioro del fago no es tan evidente, probablemente
porque la cepa nativa asociada al sustrato no estéril de la planta (ensilado, pepinos, etc.) toman el control
(Daeschel y Nes, 1995).

Pagina | 16



7.4. DEFINICION DE PROBIOTICO

Tradicionalmente consideramos que las dos finalidades por las que consumimos alimentos son, la
primera y fundamental, aportar los nutrientes necesarios para el desarrollo de nuestras funciones vitales, y la
segunda, la de servir de fruitivo, es decir el placer de comer. Pero cuando la necesidad de nutrientes queda
cubierta y la salud se entiende no como la ausencia de enfermedad, sino como el estado de bienestar fisico y
mental, el alimento puede pasar a jugar otros papeles. Asi ciertos componentes de los alimentos pueden
contribuir a ese estado de bienestar fisico 0 mental, reducir el riesgo de enfermedades especificas, promover
los mecanismos de defensas o retrasar los procesos de envejecimiento. Es en esta situacién cuando
hablamos de alimentos funcionales. Sin embargo es éste un concepto entendido de muy diferentes formas a

falta de una legislacién reguladora.

Si en un principio un alimento funcional era aquél que contenia de forma natural una sustancia activa
con efectos beneficiosos para la salud, hoy en dia estas sustancias son adicionadas a otros productos que no
las contienen de forma natural, o las contienen a bajo nivel, pero a los que se desea incorporar dicho
beneficio. En este sentido la adicion de nutrientes tales como vitaminas y minerales a alimentos, que de forma
natural las contienen o no, es considerado por algunos como un fortificado o enriquecimiento,
respectivamente, mientras que a otros comercialmente les interesa que tengan la consideracion de alimentos
funcionales. La evolucién de la dieta adecuada a la dieta Optima puede implicar a los alimentos

funcionales, pero éstos no son la solucién a los malos habitos alimentarios.

El grupo tal vez méas conocido, amplio y tradicional de alimentos funcionales es aquel que incorpora
probidticos y/o prebiéticos. Los probidticos son alimentos funcionales caracterizados por la presencia de
microorganismos vivos que siendo capaces de superar el transito intestinal y colonizar el intestino grueso
ejercen diversos efectos beneficiosos: equilibrar ala microbiota coldnica, mejorar el transito intestinal,
potenciar la inmunidad, mejorar la absorcidon de nutrientes, etcétera. Los alimentos mas representativos que
incorporan probidticos son el grupo de las leches fermentadas, aunque no todas las bacterias que incorporan
tienen la misma capacidad para superar la barrera gastrica, colonizar el tracto digestivo o desarrollar todos los
efectos beneficiosos citados.

Los prebioticos son aquellas sustancias que no se digieren por el organismo, pero que pueden ser
utilizadas por las bacterias beneficiosas del colon favoreciendo asi su crecimiento y manteniendo el equilibrio
de la microbiota intestinal. El grupo mas conocido de estas sustancias corresponde al grupo de los hidratos de

carbono tales como fibra, inulina, fructooligosacaridos (Rodriguez, 2008).

El concepto inicial de probiético era muy limitado y se aplicaba a la alimentaciéon y crianza de
animales. Mas tarde, con los avances en el conocimiento del metabolismo bacteriano, en el papel de los
microorganismos en la salud humana y en la resistencia a las enfermedades, el concepto se ha ido
expandiendo. Hay que resaltar que los probidticos se refieren siempre a bacterias; la utilizacion de levaduras
en alimentos probidticos no se ha estudiado hasta la fecha (Astiazaran, 2003). El término probiético fue usado
por primera vez en 1965 por Lilly y Stillwell, para describir aquellas sustancias secretadas por un
microorganismo que estimulan el crecimiento de otras, y en contraposicion al término antibidtico. La palabra
fue aplicada posteriormente para referirse a extractos de tejidos que estimulaban el crecimiento bacteriano.
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Sin embargo Parker fue el primero en usar el término probidtico de acuerdo con el sentido que hoy lo
conocemos, es decir, organismos o0 sustancias que contribuyen al balance microbiano intestinal.
Considerando las definiciones anteriormente descritas, entre otras, se propone la definicion hecha por
Havenaar y Huis In’t Velt como la mas acertada para el término probidtico, y que dice que un probiotico
corresponde a una preparacién de, o a un producto que contiene, microorganismos viables en suficiente
ndmero, los cuales alteran la microflora (por implantaciéon o colonizacion) en un compartimiento de huésped,
provocando efectos beneficiosos sobre la salud del mismo. Esta definicion hace hincapié en la presencia de
microorganismos viables, en nimero suficiente para provocar los efectos beneficiosos sobre la salud, a través
de una alteracién positiva de la microflora por colonizacién del intestino. Los efectos saludables atribuidos al
uso de probiéticos son numerosos, y entre ellos se pueden mencionar la disminuciéon de la frecuencia y
duracion de la diarrea asociada al uso de antibidticos, infeccion por rotavirus y quimioterapia; la estimulacion
de la inmunidad humoral y celular y disminucién de metabolitos desfavorables como amonio y enzimas
procancerogénicas en el colon. Algunas evidencias de los efectos saludables del uso de probiéticos son la
reduccion de infeccién por H. pylori, reduccién de sintomas alérgicos, alivio de la constipacion y del sindrome
del colon irritable, efectos beneficiosos en el metabolismo mineral y en la prevencion de cancer y reduccion de
lipidos plasméticos (Montero, 2003).

7.5. TIPOS DE PROBIOTICOS

Existen diferentes grupos de probiéticos y es importante no confundir los términos, porque hay
grandes diferencias entre ellos. Asi, se distinguen los probiéticos naturales, los probiodticos comercializados,
los suplementos alimenticios que contienen probidticos y, por ultimo, los productos medicinales o los agentes
bioterapéuticos.

7.5.1. PROBIOTICOS NATURALES

Estan en la alimentacion de todos los dias, pero no siempre lo sabemos. En forma natural, los
probidticos se encuentran en lacteos fermentados, como yogures, leche y quesos.; vegetales fermentados —

aceitunas, soya, cereales-, productos carnicos y pescados fermentados, y bebidas alcohdlicas artesanales.

Las bacterias viables de los productos lacteos descritos son bifidobacterias, los lactobacilos acidofilos
y bulgaricus, y los estreptococos lactis y cremoris. El problema es que es dificil usarlos en condiciones
terapéuticas y en entornos médicos, porque se necesita guardarlos en frio y tienen una vida media, en buenas

condiciones, limitada.

Sin embargo la principal limitante para su uso es que la cantidad de microrganismos que contienen
es tan baja que habria que tomar varios litros de yogurt cada dia para obtener algun efecto médico, y eso no
es viable ya que un paciente con gastroenteritis aguda no se le puede indicar que tome 2 litros de yogurt al
dia. Entonces, estos productos pueden ser parte de una alimentacion sana, pero no tienen eficacia
terapéutica.

Por otra parte, las bacterias del yogurt no son resistentes a los acidos gastricos y a la bilis, y

ciertamente no resisten los antibidticos. Si se ingiere el antibidtico junto con el yogurt los microorganismos
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moriran inmediatamente. No es que no haya que consumir yogurt, pero no hay que esperar de él un efecto

terapéutico.

7.5.2. PROBIOTICOS COMERCIALIZADOS

La industria alimenticia ha descubierto muy recientemente, lo que llama la atencién, que muchas
poblaciones en el mundo han utilizado los probiéticos naturales en su gastronomia diaria y en su cultura
culinaria, y lo que ha hecho la industria en la actualidad es simplemente comercializar esos productos. Por
ejemplo, distintas empresas han comercializado yogures naturales en formato comercial, a partir de diferentes
cepas, como se aprecia desde una década que existen productos en el mercado que las contienen en forma

mas concentrada. Ejemplo de estos productos es Chamyto de Nestlé.

También se estan usando los probiéticos en los alimentos para lactantes, para manipular la flora
gastrointestinal de éstos, porque se ha demostrado que la flora gastrointestinal de los lactantes alimentados
con formula es diferente de la de los que reciben leche materna. Por lo tanto, aqui el objetivo es desarrollar o
emular el desarrollo de la flora normal de los lactantes con leche materna. Por ejemplo la leche NAN.

La industria puede hacer esto, como lo demuestra un estudio realizado en tres grupos de recién
nacidos que recibieron leche materna, férmula lactea completa y férmula lactea completa adicionada de
bifidobacterias, respectivamente. Los resultados indicaron que al mes de edad 60% de los lactantes con leche
materna ya estaban colonizados, sobre todo por bifidobacterias, con la formula normal solo 20% estaban
colonizados pero con la leche fermentada también se habian conseguido 60%.

Esto demuestra que es posible intervenir en el desarrollo de la flora gastrointestinal de los lactantes
alimentados con férmulas lacteas mediante la administracion de férmulas acidificadas; sin embargo no

significa que ellas tengan una eficacia terapéutica.

7.5.3. SUPLEMENTOS ALIMENTICIOS QUE CONTIENEN PROBIOTICOS

Este grupo no es muy distinto de los alimentos comercializados que contienen probidticos. La Unica
diferencia es que el probiodtico no estd contenido en el alimento sino que estd encapsulado, separado. La
persona se toma una capsula en vez de comerse un yogurt, pero es lo mismo; da la impresion de de que es

un medicamento pero no lo es.

El producto se adquiere como bacteria viable, en forma seca, en granulos o capsulas en negocios de
alimentos para la salud, y su distribucién se rige por criterios de las leyes de alimentos, no de medicamentos.

Parten de flora natural, pero no son resistentes a la mayoria de los antibioticos.

A estos productos se les aplican diferentes leyes para evitar problemas como el engafio en las
etiquetas; el contenido de la capsula suele ser totalmente distinto de lo que aparece en la etiqueta, en cuanto
a contenido microbioldgico. Sin embargo, tampoco hay que esperar una eficacia terapéutica, contra los
efectos benéficos que proclaman los fabricantes. Esto también rige en el caso de los productos genéricos, que

no estan estudiados, evaluados ni sometidos a controles de calidad.
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7.5.4. PROBIOTICOS QUE SE USAN EN LA MEDICINA

Agente bioterapéutico. Es un probiético con un efecto terapéutico probado, es decir, es un
medicamento o farmaco. El uso de probidticos en medicina se conoce también con el nombre de bioterapia.
Los agentes bioterapéuticos son microorganismos que tienen un efecto terapéutico demostrado, es decir, son
medicamentos o farmacos que para ser eficaces deben tener las caracteristicas siguientes: deben ser
resistentes a la gran mayoria de antibiéticos que se usan comunmente, luego las cepas bacterianas son
peligrosas cuando se usan en grandes cantidades.

Deben tener efectos terapéuticos inmediatos asi como efectos multiples: inhibicion de la adhesién de
los patdgenos, efectos de inmunomodulacion, competencia con las toxinas por los receptores de éstas y, por
supuesto, competencia por los nutrientes (Butirago, 2008).

Una lista de los principales especies microbianas cuyas cepas tienen aplicacion en productos
funcionales son:

Tabla 2. Microorganismos probiéticos

. acidophilus (LCI, NCFB 174B)

. casei (Shirota)

. rhamnousus (estirpe GG)

brevis

. delbrueckii bulgaricus

. fementum

. helveticus

bifidum

longum

. infantis

. breve

. adolescentis

Streptococcus salvarius thermophilus
Lactococcus lactis lactis

L. lactis cremoris

OTRAS BACTERIAS Enterococcus faecium

Leuconostoc mesenteroides dextranicum
Propinibacterium freudenreichii
Pediococcus acidilactici

Escherichia coli

LEVADURAS Saccharomyces boulardii

(Astiazaran, 2003).

LACTOBACILOS

BIFIDOBACTERIAS

7.6. IMPACTO DEL USO DE PROBIOTICOS DENTRO DE LA INDUSTRIA ALIMENTARIA PARA LA
SALUD

Cuando los investigadores y gestores de la industria alimentaria comenzaron a atisbar los beneficios
potenciales de la inclusion de microorganismos en los alimentos probidticos, se sugirieron algunos criterios

para la seleccion de los microorganismos a incluir:

» Microorganismos presentes en los humanos.
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» Resistencia a las condiciones de pH del estdbmago, de la bilis y de las enzimas digestivas del tracto
gastrointestinal.

» Capacidad para colonizar el intestino humano.

» Seguridad para consumo humano.

» Eficacia probada cientificamente.

Es dificil establecer un orden de criterios, aunque los tres primeros se refieren a diversas
caracteristicas 0 requisitos que deben reunir los microorganismos y los dos ultimos tratan con aspectos
relacionados con la seguridad y aceptacion de los alimentos por parte del consumidor. La bacteria probidtica
ideal debera poseer todas las condiciones sefialadas. En este momento todavia son pocas las bacterias que
retnen todos los requisitos. La bacteria probiética, para ser efectiva, debera de alcanzar el lugar de accion en
cantidad suficiente para ejercer su efecto. Esto se logra mejor si la bacteria es resistente a las secreciones
digestivas o esta en cantidades elevadas en el alimento para compensar las posibles pérdidas a lo largo del
paso a través del tracto gastrointestinal.

Los consumidores informados buscan aquellos productos en los que se precisa que contienen
bacterias vivas. La preocupacion de la industria se cifra en la necesidad de proporcionar informacion
apropiada acerca de los niveles y cepas de bacterias que contienen sus productos. Es un asunto importante el
establecimiento del nimero minimo de organismos viables que debe contener un alimento para garantizar su
efecto probidtico. En este sentido, la Asociacion de Leches Fermentadas y Bebidas con Bacterias del 4cido
lactico en Japén ha regulado el minimo como 10" bifidobacterias por gramo o por mililitro. Otros organismos
han establecido limites inferiores de 10°. Resultados recientes indican que los cambios metabdlicos pueden

observarse a esos niveles de ingesta de microorganismos.

Sin embargo, en experimentos en los que se utilizaron diferentes niveles de bacterias ingeridas y en
los que se contaron los microorganismos viables después de atravesar el tracto gastrointestinal se hallé que
los productos probiéticos deben contener mayores concentraciones de microorganismos (1010 a 1011) para
gue pueden sobrevivir a las condiciones del tracto gastrointestinal. Esta conclusion esta apoyada por test in
vitro a los que fueron sometidas una gran variedad de bacterias probidticas utilizando sistemas digestivos
estimulados. La diversidad de criterios refleja, sin embargo, las diferencias en la capacidad de las bacterias de
sobrevivir a las condiciones del estbmago. Establecer el mismo criterio para todas las bacterias es algo irreal,
porgue el nimero de bacterias que se requiere para un determinado efecto metabdlico depende del tipo de
efecto. Unicamente las bacterias que sobrevivan a su paso por el estdmago pueden colonizar el intestino y
ejercer su efecto, como muestran los trabajos de Pedrosa y col. realizados en ancianos sanos alimentados
con yogurt que contenia Streptococcus thermophilus y Lactobacillus bulgaricus. Estos dos microorganismos
no aparecian en el contenido intestinal ni en se observaron cambios en algunas actividades enziméticas de
bacterias. Sin embargo, cuando los sujetos sanos se alimentaron con L.gasseri (L. acidophilus estirpe MS 02),
cepa humana capaz de adherirse a las células intestinales, esta bacteria se encontré en todos los sujetos y
las actividades de la B-glucuronidasa, nitrorreductasa y azorreductasa quedaron significativamente reducidas.
Este estudio subraya la necesidad de medir el destino de las bacterias ingeridas y los efectos metabdlicos
para garantizar la adecuada interpretacion de los resultados. Esto es todavia mas importante cuando no se
observa ninguna respuesta metabdlica (Astiazaran, 2003).
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Las bacterias residentes tienen efectos benéficos y perjudiciales sobre el hospedador. La produccién
de vitaminas, &cidos grasos de cadena Unica, algunas proteinas, el papel en los procesos de digestion y
absorcion de nutrientes, la produccién de bacteriocinas protectoras y la estimulacion del sistema inmune son
efectos positivos. Entre los efectos perjudiciales se piensa que en el metabolismo, las bacterias intestinales
pueden favorecer los procesos de mutagénesis y carcinogénesis, o producir enzimas que conviertan los
restos digeridos en agentes carcinogénicos o mutagénicos. algunos productos de fermentacion tales como el

amoniaco, las aminas o los fenoles pueden ser dafiinos y algunas bacterias son patogénicas.

Debido a la dificultad que entrafia la identificacion y el examen de cada una de las bacterias que
habitan en el tracto gastrointestinal, algunos autores sugieren que un método mas eficaz es medir los efectos
derivados de las actividades metabdlicas de la flora intestinal, asi como su potencial implicacién en
enfermedades. Carman y otros usan el término "caracteristicas asociadas a la microflora" y sefialan que los
cambios llevados a cabo por las intervenciones dietéticas (alimentos probidticos 0 no) son los mejores
indicadores de los cambios en la flora intestinal y el modo méas apropiado de conocer las consecuencias de

dichos cambios. Las caracteristicas indicadoras de cambios en la microflora intestinal que se consideran son:

Perfiles de acidos grasos de las bacterias presentes en heces o en el ciego.
Cociente entre sales biliares primarias y secundarias.
Cociente entre esteroles primarios y secundarios.

YV V V V

Cociente del contenido molar en acidos grasos de cadena Unica.

Este mismo criterio lo utilizaban Gorbach y Goldin cuando miden las enzimas bacterianas asociadas
con la producciéon de carcindgenos en el intestino. Las principales cepas de bacterias utilizadas en los
productos probiéticos Lactobacillus acidophilus y varias especies de Bifidobacterium son los microorganismos
dominantes en el intestino delgado y grueso, respectivamente, de las personas. Estos microorganismos
podrian inhibir el crecimiento de organismos patdégenos mediante la produccion de pacidos organicos y
bacteriocinas, y mediante la conjugacion de sales biliares. La concentracién de estos microorganismos en el
intestino puede disminuir con la edad, los cambios de dieta, el consumo de antibiéticos, o el estrés, y la
desaparicion o baja viabilidad de la flora intestinal que puede ocasionar problemas digestivos de mayor o
menor gravedad. En las Ultimas décadas se ha investigado el efecto del consumo de cultivos activos para

compensar dichas pérdidas.

Los primeros estudios que se realizaron para demostrar las ventajas para la salud del consumo de
probidticos dieron resultados negativos. Es necesario, sin embargo, volver a evaluar dichos estudios teniendo

en cuenta los conocimientos actuales sobre las condiciones necesarias para conseguir resultados positivos.

Asi, por ejemplo, los cultivos terapéuticos utilizados deben ser muy tolerantes a la acidez y a la bilis,
el producto debe contener 10° microorganismos viables por mL, se debe consumir cantidad mayor que 100mL
al menos dos veces por semana, y los cultivos deben producir en el tracto gastrointestinal acidos organicos y
otros compuestos con actividad biolégica. La tabla siguiente recoge las principales aplicaciones clinicas de

algunos probidticos.
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Tabla 3. Algunos probidticos y su posible relevancia clinica

i ilus Adherencia a células intestinales humanas, mejora de
microflora y del sistema inmune.
Tratamiento de constipacion, previene la diarrea por
radioterapia.

L. acidophilus NFCM Tratamiento de intolerancia a lactosa, producciéon de
bacteriocinas.

Aumenta microflora intestinal, control cancer de vesicula.

L. rhamnosus GG Tratamiento 'y prevencion de diarrea (rotavirus,
antibioticos), accion  antagonista  sobre  bacterias
carcinogénicas.

Tratamiento y prevencion de diarrea (rotavirus, virus),
aumenta la microflora intestinal.

Tratamiento de diarrea (rotavirus), aumenta microflora
intestinal.

Tratamiento de diarrea (antibiéticos) y colitis por C. dificile.

E. coli estirpe Nissle Papel en la remisién de la enfermedad inflamatoria
ntestinal.

L. plantarum Mejora de sintomas del sindrome del colon irritable.
L. acidophilus Prevencion de vaginitis por Candida.

El campo de los productos lacteos probiéticos, los fermentos probidticos y los efectos beneficiosos
para la salud de las personas o animales se esta investigando extensamente. Las investigaciones realizadas
hasta la fecha sobre los posibles efectos beneficiosos para la salud de los productos probiéticos han
demostrado los siguientes efectos beneficiosos: fomento del crecimiento en ratas y aves, produccion de
riboflavina, niacina, tiamina, vitamina Bs, vitamina B2 y &cido folico, incremento en la absorcion de minerales,
incremento de la respuesta inmunolégica por medio de un aumento de la produccién de inmunoglobina A (IgA)
secretora, disminucién de las concentraciones de patégenos mediante la producciéon de acidos acético y
lactico y bacteriocinas, reduccion de la intolerancia a la lactosa por el consumo de productos que contienen L.
acidophilus, eliminacién de enzimas microbianos potencialmente dafiinos asociados al cancer de colon,
estabilizacion de la flora microbiana intestinal, especialmente después de problemas gastrointestinales
severos o la utilizacion de antibiéticos, reduccion del estrefiimiento, reduccién del nivel de colesterol en suero
y efectos inhibidores de la mutagénesis. Por lo general, aunque muchos de estos estudios parecen

prometedores, alin son necesarias investigaciones para confirmar la autenticidad de los resultados.

A continuacion se resumen diversos aspectos del yogurt, el derivado lacteo mas extendido e
intensamente estudiado, en relaciéon con la deficiencia en lactasa, el metabolismo del colesterol, la funcién

inmune, la diarrea y el cancer.

» Deficiencia en lactasa
Hay personas que carecen de lactasa, pero que pueden incluir en su dieta el yogurt. La lactasa (B-
galactosidasa) es la enzima del borde en cepillo del intestino que se encarga de la hidrélisis de la lactosa
(azucar de la leche) hasta glucosa y galactosa. En ausencia de esta enzima la lactosa no puede ser digerida
ni absorbida, y actia osmoticamente reteniendo agua en el lumen intestinal. Los sintomas son diarrea,

flatulencia, e incluso dolor abdominal tras la ingesta de leche o productos lacteos.

En 1984 dos grupos de cientificos demostraron que el yogurt reducia los sintomas de la deficiencia
en lactasa y especularon con que esto podia ser efecto de los microorganismos vivos del yogurt. En el yogurt
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se podria dar la autodigestion de la lactosa, suponiendo que la enzima pudiera sobrevivir a las condiciones
acidas del estbmago. Estudios posteriores han dado nuevas luces sobre el particular. el yogurt, pero no el
yogurt tratado con calor, mejora la digestion de la lactosa, lo que indica que las bacterias vivas del yogurt son
responsables del efecto. Las bacterias presentes en el yogurt sobreviven a las condiciones acidas porque los
componentes de la leche tienen un efecto buffer que las protege. Sin embargo, ese efecto tampdn podria
ralentizar la accion B-galactosidasa. Esta accion varia segun las caracteristicas de fabricacién, de si los
yogures tienen o no fruta, si estan congelados o no, etcétera. El yogurt congelado que se pasteuriza y
después se congela no tiene actividad B-galactosidasa. Parece ser que con el yogurt la velocidad de
vaciamiento del estbmago es menor que con la leche, con lo que se favorecen los procesos de digestion. Sin

embargo, los efectos beneficiosos del yogurt en individuos sanos no son tan obvios.

» Metabolismo del colesterol

La investigacion sobre este punto en los Ultimos afios ha dado con frecuencia resultados
contradictorios. En la actualidad se reconoce que los resultados y conclusiones de un experimento no se
pueden comparar con otros cuando hay diferencias en el protocolo experimental: el sexo, la edad, el estado
de salud, los niveles iniciales de colesterol, el nivel de actividad total influyen en el metabolismo del colesterol.
La dieta antes y durante el estudio también puede alterar los resultados, asi como el momento en que se
ingiera el yogurt, si es consumido solo o no, el orden que ocupa en la comida (al inicio, como postre, etcétera),
uno de los detalles a tener en cuenta en los experimentos sobre yogurt y niveles de colesterol es propiamente
el tipo de yogurt utilizado (bacterias presentes y sus correspondientes niveles). Todos los factores
comentados reducen la validez de muchos estudios.

En una lista de 14 ensayos sobre el posible efecto hipocolesterolemiante del yogurt, 8 dan resultados
positivos, en 5 no se alteran los niveles de colesterol y en 1 quedan aumentados. Se sefiala que debe haber
algun factor responsable del efecto hipocolesterolémico en la leche, que es favorecido por el proceso de
fermentacién. Se han hecho diversas sugerencias acerca de la sintesis in vivo de colesterol que podria
depender de algunos pacidos grasos de cadena corta como el acetato o el propionato. Algunas bacterias
pueden hidrolizar acidos biliares, lo que evitaria la reabsorcién en el intestino y contribuiria a la eliminacion del

colesterol, su molécula precursora, etcétera.

»  Funcién inmune

Diversas hipotesis sostienen que el yogurt podria mejorar la respuesta del sistema inmune. La
interaccion de las bacterias del yogurt con las del la flora intestinal produce efectos indirectos sobre el
intestino o el sistema inmune sistémico, que puede verse afectado por los metabolitos de las bacterias o por
los productos de fermentacién presentes en el yogurt. Se han publicado algunos trabajos con animales en los
gue se sugiere que el yogurt mejora la funcion inmune. En pacientes con enfermedad atépica no se
encuentran diferencias entre el consumo de leche y el de yogurt cuando se mide tanto la inmunidad celular
como la humoral y la actividad fagocitica. Otros no encontraron cambios en parametros relacionados con la
inmunidad en voluntarios sanos alimentados con leches fermentadas con L. casei estirpe Shirota, aunque el
patron de bacterias de las heces se modific y las actividades enzimaticas estaban disminuidas. Algunos
autores piensan que hay evidencias que sugieren que las bacterias del lactico a ciertos niveles pueden alterar

la funcién inmune.
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» Diarrea
La diarrea, sobre todo en nifios, puede ser un problema serio por la necesidad de rehidratacién del
paciente, ademas de poner en peligro la asimilacion de nutrientes. Las leches fermentadas o yogures pueden
ayudar a la rehidratacion ademas de suministrar antibiéticos naturales producidos por las bacterias del acido
lactico que pueden reducir la severidad de la diarrea infantil. Algunos autores sefialan que las leches
fermentadas con L. casei y L. acidophilus pueden impedir la paricién de la diarrea entre un 17-58% en
comparacion con los controles que recibieron leche sin fermentar (Astiazaran, 2003).

Actualmente, en la mayoria de los paises se permite solo declaraciones generales de propiedades
saludables sobre alimentos que contienen probiéticos. Las declaraciones especificas de propiedades
saludables deberian ser permitidas en las etiquetas y el material de promocién. Por ejemplo, una declaracion
especifica que dice que un producto reduce la incidencia y severidad del rotavirus en nifios seria mas
informativa para el consumidor que una declaracién general que dice "mejora la salud intestinal". Esto esta
mas de acuerdo con las Directrices Generales del Codex sobre Declaraciones de Propiedades (CAC/GL 1-
1979, Rev. 1-1991) para evitar informacion engafiosa. Se recomienda que la siguiente informacion sea
descrita en la etiqueta:

e Denominacion de género, especie y cepa.

e Numero viable minimo de cada cepa probidtica al final de su periodo de conservacion. La cantidad de
alimento sugerida debe proveer la dosis efectiva de probidticos relacionada con la declaracién de
propiedades saludables.

e Declaracion(es) de Propiedad(es) Saludable(s).

e Condiciones adecuadas de almacenamiento.

e Datos de contacto de la empresa para informacion al consumidor (Butirago, 2008).

7.7. GUIA DE EVALUACION PARA PROBIOTICOS

Debido a la creciente popularidad de los alimentos probiéticos y la falta de consenso internacional
sobre los métodos para evaluar su eficacia e inocuidad, la FAO y la OMS iniciaron trabajos para examinar la
evidencia cientifica acerca de los aspectos funcionales y de inocuidad de los probiéticos en los alimentos.

Se acord6 en 2001 una Consulta mixta FAO/OMS de expertos sobre las propiedades saludables y
nutricionales de la leche en polvo con bacterias vivas del acido lactico y un grupo de trabajo de expertos en
2002 elaboré Directrices para la evaluacion de probidticos en los alimentos con el fin de identificar y definir

gué informacion disponible es necesaria para verificar adecuadamente los problemas en los alimentos.

Estos informes proporcionan asesoramiento cientifico en relaciéon con la evaluacion de la inocuidad
de los probiodticos, orientacion general para su evaluacion sobre cuestiones especificas relativas a su
patogenicidad, toxicogenicidad y alergenicidad, asi como lo que se refiere a sus propiedades funcionales y
nutricionales (FAO, 2014).
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7.7.1. DIRECTRICES PARA LA EVALUACION DE MICROORGANISMOS PROBIOTICOS

Con el fin de evaluar las propiedades de los probiéticos, la Consulta propuso que se utilizaran las
directrices siguientes. Los microorganismos probidticos utilizados en los alimentos deberian ser capaces no
s6lo de sobrevivir al paso por el aparato digestivo, sino también de proliferar en el intestino. Esto significa que
deberian ser resistentes a los jugos gastricos y poder crecer en presencia de bilis, en las condiciones
existentes en los intestinos, o ser consumidos en un alimento que, actuando como vehiculo, les permita
sobrevivir al paso por el estbmago y a la exposicién a la bilis. Son bacterias grampositivas y se clasifican

fundamentalmente en dos géneros, Lactobacillus y Bifidobacterium (FAO/OMS, 2006).

7.7.1.1. SELECCION DE CEPAS PROBIOTICAS PARA SU UTILIZACION EN SERES
HUMANOS

Los probiéticos deben poder ejercer sus efectos beneficiosos en el huésped mediante su crecimiento
y/o actividad en el cuerpo humano. Sin embargo, lo que importa es la especificidad de la accion, y no la fuente
del microorganismo. De hecho, es muy dificil confirmar la fuente de un microorganismo. Cuando nacen, los
nifilos no tienen ninguna de estas bacterias en el intestino, y no se ha aclarado totalmente el origen de la
microflora intestinal. Es la capacidad de seguir siendo viable en el lugar de destino y de ser eficaz lo que
deberia verificarse para cada cepa potencialmente probidtica. Es necesario perfeccionar los ensayos in vitro
para predecir la capacidad de los probiéticos de funcionar en los seres humanos.

Los ensayos actualmente disponibles no son apropiados para predecir la funcionalidad de los

microorganismos probidticos en el intestino.

7.7.1.2. CLASIFICACION E IDENTIFICACION DE LAS DISTINTAS CEPAS

La clasificacion es la ordenacion de los organismos en grupos taxondmicos (taxones) basados en
semejanzas o relaciones. La nomenclatura es la asignacién de nombres a los grupos taxonémicos con arreglo
a unas normas. La identificacion es el proceso por el que se determina que una nueva cepa aislada pertenece
a uno de los taxones establecidos a los que se ha asignado un nombre.

La Consulta recomendd que se asignaran nombres a los probioticos de conformidad con el Cadigo
Internacional de Nomenclatura para asegurar la comprension a nivel internacional. La Consulta instd
firmemente a que, con miras a su plena divulgacion, las cepas probidticas se depositaran en una coleccién de
cultivos reconocida internacionalmente. Dado que las propiedades probidticas estan relacionadas con las
cepas, se propone que la identificacion de las cepas (tipificacion genética) se lleve a cabo utilizando métodos
tales como la electroforesis en gel de campo pulsado (PFGE). Se recomienda que se realicen primero
ensayos fenotipicos, seguidos de la identificacién genética mediante métodos tales como la hibridacion de
ADN con ADN, la determinacién de secuencias del ARN 16S u otros métodos reconocidos
internacionalmente. En el segundo de los casos, deberia utilizarse el Proyecto de base de datos ribosémica
(RDP) para confirmar la identidad (www.cme.msu.edu/RDP/) (FAO/OMS, 2006).
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7.7.1.3. DEFINICION Y MEDICION DE LOS BENEFICIOS DE LOS PROBIOTICOS PARA LA
SALUD

La utilizacion de probioticos lleva aparejados diversos efectos en la salud. Hay datos que demuestran
en diversos grados la verificacion de tales efectos, y la Consulta reconocié que hay informes que indican que
ciertas cepas probiéticas no tienen efectos clinicos en situaciones especificas. Aunque un examen riguroso de
cada una de estas cuestiones quedaba fuera del &mbito de accion de la Consulta, se intentd proporcionar
directrices sobre los parametros a fin de medir los beneficios para la salud. Cuando se utilizan
microorganismos probidticos a fin de conferir al huésped beneficios para la salud deben indicarse los
regimenes de dosificacion y duracion recomendados por el fabricante de cada cepa o producto sobre la base
de datos cientificos y segln lo aprobado en el pais donde se vende. Aunque en la actualidad ésta no es la
practica habitual, la Consulta recomendd firmemente que se indicara la cantidad minima diaria de cada
producto necesaria a fin de que éste confiera beneficios especificos para la salud. Estos datos deberian,
siempre que sea posible, ser el resultado de estudios in vitro, en animales (cuando sea pertinente) y en seres
humanos. Mas adelante se citan ejemplos para ilustrar estudios sobre cepas especificas y resultados clinicos.
Para ello, no deberia hacerse hincapié en una cepa concreta considerada superior a otra, sino en la suma
importancia de los beneficios conferidos y de los métodos utilizados para obtener y medir dichos beneficios
(FAO/OMS, 2006).

7.7.1.3.1. TRASTORNOS RELACIONADOS CON EL APARATO DIGESTIVO

» Prevencion de la diarrea causada por ciertas bacterias patégenas y virus

La diarrea infecciosa es un importante problema mundial de salud, que causa varios millones de
muertes cada afio. Aunque la mayoria de las muertes se producen entre nifios de paises en desarrollo, se
estima que la diarrea transmitida por los alimentos afecta cada afio hasta el 30 por ciento de la poblacion,
incluso en los paises desarrollados. Los probi6ticos pueden constituir un medio importante para reducir estos
problemas. Hay que tener presente que algunos de los estudios a los que se hace referencia mas adelante
utilizan probiéticos administrados en forma no alimentaria.

La prueba mas concluyente de los efectos beneficiosos de determinadas cepas de probidticos se ha
establecido utilizando Lactobacillus rhamnosus GG y Bifidobacterium lactis BB-12 con fines de prevencion y

de tratamiento de la diarrea aguda, causada principalmente por rotavirus en nifios.

Ademas de las infecciones por rotavirus, muchas especies de bacterias son causa de muerte y
enfermedad en seres humanos. Hay pruebas soélidas in vitro de que ciertas cepas probidticas pueden inhibir el
crecimiento y adhesion de una serie de enteropatégenos, y estudios en animales han indicado efectos
beneficiosos contra patdégenos como Salmonella. Hay datos tomados de estudios sobre la diarrea de los
viajeros, en los que se ha supuesto que algunos de los patdgenos causantes son de naturaleza bacteriana,

que indican que la administracién de probiéticos puede ser beneficiosa.

Es importante sefialar que la terapia probidtica de la diarrea aguda debe combinarse con la
rehidratacion, siempre que esté disponible. La OMS recomienda que el tratamiento clinico de la diarrea aguda
incluya la reposicién de los liquidos y electrolitos perdidos junto con un apoyo nutricional. Las sales de

rehidratacion oral (SRO) se han utilizado ampliamente en ese tratamiento de la enfermedad, y es en ese
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contexto en el que se propugna la terapia combinada con probidticos. Efectos tales como el restablecimiento
probiético de la microflora intestinal dominada por no patégenos que es un efecto secundario de la infeccién,
el mantenimiento de la integridad de la mucosa y la mejora del equilibrio de electrolitos podrian tener
consecuencias significativas en los programas de tratamiento y prevencion de la diarrea aguda en los paises

en desarrollo.

Un problema importante que acompafia al tratamiento con antibiéticos es la aparicion de diarrea,
causada a menudo por Clostridium difficile. Este organismo no es raro en un intestino sano, pero la alteracion
de la microflora autéctona causada por los antibidticos da lugar a un aumento anormal de su numero y
posteriormente a sintomas relacionados con la produccion de toxinas. Por consiguiente, la razén en que se
basa el empleo de probiéticos es que, en esos pacientes, es necesaria la administracion de microorganismos
comensales exdgenos (es decir, probibticos) para restablecer la microflora hasta un nivel mas préximo al de la
flora normal antes de la terapia con antibiéticos. Algunos estudios de alcance variable han demostrado de
hecho que este método permite aliviar los signos y sintomas de la infeccién por_C. difficile. Por lo que respecta
a la diarrea relacionada con antibioticos, los probidticos han resultado dtiles como régimen profilactico, y
podrian utilizarse también para aliviar los signos y sintomas una vez que se ha producido una diarrea inducida
por antibiéticos. Hay que reconocer que los datos disponibles sobre los efectos terapéuticos contra C. difficile
y otros trastornos se han obtenido utilizado ciertas cepas probiéticas, como por ejemplo L. rhamnosus GG. Es
importante sefialar que estos efectos pueden ser conferidos también por otras cepas, pero puede darse el
caso de que no se disponga todavia de datos cientificos o de que los microorganismos que intervienen no
estén incluidos en el @mbito de accion de esta Consulta.

> Infeccién por Helicobacter pylori y complicaciones

Una novedad en lo que respecta a las aplicaciones probitticas es la actividad contra Helicobacter
pylori, patdbgeno grampositivo que causa gastritis de tipo B, Ulceras pépticas y cancer de estomago. Los datos
disponibles in vitro y en animales indican que las bacterias del acido lactico pueden inhibir el crecimiento del
patégeno y reducir la actividad de la enzima ureasa necesaria para que el patégeno permanezca en el medio
acido del estbmago. Los datos relativos a seres humanos son limitados, pero existen algunos indicios de un
efecto inducido por L. johnsonii Lal. En cuanto a la medicion de los efectos probidticos, entre los puntos
finales se incluyen la supresion de la infeccion (que puede ser reversible cuando cesa el tratamiento), el
tratamiento combinado con antibiéticos que da lugar a un nimero menor de efectos secundarios, como el
reflujo &cido, y a un riesgo menor de infeccion recurrente. Son necesarios ensayos controlados con placebo
antes de poder hacer declaraciones especificas con respecto a los beneficios de los probiéticos contra
Helicobacter pylori en seres humanos con fines de prevencion y tratamiento. Esos estudios estan justificados

por los datos iniciales que corroboran esos efectos.

> Enfermedades inflamatorias y sindromes intestinales

Las alteraciones de la flora intestinal, incluidas las infecciones, pueden causar o agravar
enfermedades inflamatorias intestinales como la “pouchitis” y la enfermedad de Crohn, asi como el sindrome
del intestino irritable. Estas son nuevas vias de investigacién, aunque es prematuro hablar de una accién firme
de los probiéticos a este respecto. Algunos estudios confirman el posible papel de los probiéticos en la terapia
y la profilaxis e indican que combinaciones de cepas pueden desempefiar una funcién en la correccion. La
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microflora intestinal desempefia probablemente una funcién decisiva en los estados inflamatorios del intestino,
y es posible que los probidticos puedan corregir esas afecciones mediante una modulaciéon de la microflora.
Se necesitan con urgencia estudios clinicos y mecanicistas para comprender mejor la interaccién entre los
microbios, las células huéspedes, el moco y las defensas inmunitarias, e idear intervenciones eficaces. Esos
estudios deberian incluir un examen molecular de la flora intestinal (no soélo fecal) y de los efectos a largo

plazo (5-10 afios) de los microorganismos probi6ticos.
» Céncer

Hay algunos datos iniciales que indican que los microorganismos probidticos pueden impedir o
retrasar la aparicion de ciertos tipos de cancer. Esto se desprende del conocimiento de que los elementos que
constituyen la microflora intestinal pueden producir sustancias carcinébgenas como las nitrosaminas. Por
consiguiente, la administraciéon de lactobacilos y bifidobacterias podria teéricamente modificar la flora, dando
lugar a una reduccion de los niveles de B-glucuronidasa y sustancias carcinégenas. Por otra parte, hay
algunos indicios de que la instilacion intestinal de probidticos, incluido L. casei Shirota, puede reducir las
reapariciones del cancer en otros sitios, como la vejiga urinaria. Estudios in vitro con L. rhamnosus GG y
bifidobacterias y un estudio in vivo utilizando cepas GG y LC-705 de L. rhamnosus, asi como
Propionibacterium sp, demostraron una disminucidon de la disponibilidad de aflatoxina carcindégena en el
lumen. Sin embargo, es demasiado pronto para sacar conclusiones clinicas definitivas con respecto a la

eficacia de los probidticos en la prevencion del cancer.

La Consulta no se mostr6é convencida de que hubiera pruebas suficientes de una correlacion entre
los probidticos y efectos especificos contra el cancer, e insistié en que eran necesarios estudios amplios. Esos
estudios deben utilizar marcadores reconocidos internacionalmente para el cancer, o el riesgo de cancer, y
evaluar esos marcadores y la presencia de lesiones o tumores carcin6genos durante un periodo de tiempo

suficientemente largo para la prevencion del cancer primario o la reduccion de la incidencia de las recaidas.
»  Estreflimiento

La capacidad de la terapia probittica para aliviar el estrefiimiento (dificultad para expulsar las heces,
dureza excesiva de las heces, transito lento por el intestino) es discutible, pero puede que sea una
caracteristica de algunas cepas seleccionadas. Se recomiendan firmemente estudios aleatorios de la eficacia

controlados con placebo para estudiar esos efectos (FAO/OMS, 2006).
7.7.1.3.2. INMUNIDAD MUCOSA

Los sistemas inmunitarios congénitos y adaptativos son dos aspectos considerados tradicionalmente
importantes para la respuesta inmunitaria. Los macréfagos, los neutrofilos, las células destructoras naturales y
el complemento sérico representan los componentes principales del sistema congénito, encargado de la
primera linea de defensa contra muchos microorganismos. Sin embargo, hay muchos agentes que este
sistema es incapaz de reconocer. El sistema adaptativo (células B y T) constituye otro medio de defensa,
mientras que las células del sistema congénito modulan el comienzo y la orientacion posterior de las
respuestas inmunitarias adaptativas. Las células destructoras naturales, incluidas las células T gamma/delta,
regulan el desarrollo de enfermedades alérgicas de las vias respiratorias, lo que parece indicar que las

interleucinas desempefian una funcién importante. Una inyeccion intravenosa, intraperitoneal e intrapleural de
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L. casei Shirota en ratones aumenté considerablemente la actividad destructora de las células de nédulos
mesentéricos, pero no de las células de placas de Peyer o de las células del bazo, lo que confirma la idea de

gue algunas cepas probidticas pueden potenciar la respuesta inmunitaria congénita.

Se han realizado varios estudios in vitro y en animales que demuestran claramente que las cepas
probidticas pueden modificar los parametros inmunitarios. La correlacion entre estos hallazgos y los eventos
gue tienen lugar en el cuerpo humano sigue estando poco clara, pero hay pruebas cada vez mas numerosas
de que esos efectos se producen. En una serie de ensayos clinicos aleatorios de doble anonimato controlados
con placebo, se demostr6é que el consumo alimentario de B. lactis HNO19 y L. rhamnosus HNOO1 daba como

resultado una potenciacion mensurable de los parametros inmunitarios en ancianos.

La modulacién probiética de la inmunidad del huésped es una esfera de investigacion muy
prometedora. Se estan recogiendo datos, tomados de estudios en seres humanos, que demuestran que los
microorganismos probiéticos pueden potenciar la actividad de las células destructoras naturales en ancianos y
gue es posible modular las defensas de huéspedes no especificos.

Es necesario especificar si las actividades que se propugnan estan destinadas a realizarse en
personas por lo demas sanas o en sujetos con enfermedades conocidas. Se han identificado algunos de los
factores fundamentales que intervienen en las defensas del huésped, entre los que se incluyen la induccion de
la produccién de moco o la activacion de macréfagos por sefialacion de lactobacilos, la estimulacién de sigA 'y
neutréfilos en el sitio de la accién probidtica (por ejemplo, el intestino), y la ausencia de liberacion de
citoquinas inflamatorias o de estimulacion de lasinmunoglobulinas periféricas elevadas. También se reconoce
que, en algunas ocasiones, la estimulacion de factores como las citoquinas inflamatorias puede conferir al

huésped beneficios para la salud.

Los futuros estudios deberian centrarse en los efectos en los seres humanos, y averiguar los
mecanismos de actuacidn dentro de sistemas que simulan la situacion in vivo, y relacionar estos resultados

con la gendmica bacteriana y humana (FAO/OMS, 2006).

7.7.1.3.3. ALERGIA

En un ensayo aleatorio de doble anonimato controlados con placebo, se administro L. rhamnosus GG

a mujeres embarazadas durante cuatro semanas antes del parto, y seguidamente a los recién nacidos con
alto riesgo de alergia durante seis meses, de resultas de lo cual se observé una reduccion significativa de la
enfermedad atdpica precoz. Este estudio evidencia las posibilidades de los microorganismos probidticos para
modular la respuesta inmunitaria y prevenir la aparicion de enfermedades alérgicas. En otros estudios clinicos
con lactantes alérgicos a la leche de vaca, se alivié la dermatitis atépica mediante la ingestion de cepas
probiéticas L. rhamnosus GG y B. lactis BB-12. No se han averiguado los mecanismos precisos, pero el
postulado se basa en la capacidad de los lactobacilos para invertir la mayor permeabilidad intestinal, potenciar
las respuestas de las IgA especificas del intestino, promover la funcién de barrera del intestino mediante el
restablecimiento de los microbios normales y favorecer la produccién de interleucina beta y 10 que potencian
el factor de crecimiento, asi como de citoquinas que promueven la produccion de anticuerpos IgE. Esta
todavia por determinar si se potencian los linfocitos T-1 ayudadores (TH1) y/o se reduce la dominancia de los
linfocitos T-2 ayudadores (TH2), al igual que los puntos temporales de esos tipos de eventos. Ciertos
microorganismos pueden contribuir a la generacion de las respuestas inmunitarias de las células T
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ayudadoras con funcion contrarreguladora, lo que indica que la utilizacion de microorganismos probidticos
especificos podria reorientar la memoria inmunolégica polarizada hacia un estado de buena salud (FAO/OMS,
2006).

7.7.1.3.4. ENFERMEDADES CARDIOVASCULARES

Hay datos iniciales que indican que la utilizacién de lactobacilos y subproductos metabdlicos
probiéticos podria conferir beneficios al corazén, con inclusion de la prevencion y terapia de varios sindromes
de cardiopatias isquémicas y la reduccion del colesterol sérico. Aunque la Consulta consider6 que estos
hallazgos eran importantes, se requieren mas investigaciones y, en particular, estudios en seres humanos,
antes de poder determinar si los prebiéticos confieren beneficios para la salud del sistema cardiovascular
(FAO/OMS, 2006).

7.7.1.3.5. TRASTORNOS DEL APARATO UROGENITAL

Si se excluyen las enfermedades de transmisién sexual, casi todas las infecciones de la vagina y la
vejiga estan causadas por microorganismos que tienen su origen en el intestino. Existe una estrecha
correlacion entre la presencia de comensales, en particular lactobacilos, en la vagina sana y la ausencia de
estos microorganismos en pacientes con infecciones urogenitales. La alteracion de la flora vaginal normal esta
causada por antibidticos de amplio espectro, espermicidas, hormonas, sustancias alimentarias y factores que
todavia no se comprenden totalmente. Hay algunos indicios de que los microorganismos probiéticos que se
administran en forma de alimentos y preparaciones topicas contribuyen a la prevenciéon de trastornos del
aparato urogenital. Se han propuesto criterios para seleccionar cepas probiéticas eficaces, que deberian
incluir la verificacion de la inocuidad, la capacidad de colonizacién en la vagina y la capacidad de reducir el
recuento de patdgenos mediante la exclusion competitiva de la adherencia y la inhibicion del crecimiento de
los patdgenos.

> Vaginosis bacteriana

La vaginosis bacteriana es una enfermedad de etiologia desconocida que se produce como
consecuencia del crecimiento excesivo de diversas especies de bacterias anaerobias y esta relacionada con
la desaparicion de los lactobacilos que predominan en la vagina normal. Muchas mujeres con vaginosis
bacteriana no presentan sintomas, pero aun asi estan expuestas a complicaciones mas graves, como la
endometriosis, la enfermedad pélvica inflamatoria y complicaciones del embarazo, incluido el parto prematuro.
Hay algunos datos clinicos que indican que la administracion oral y vaginal de lactobacilos puede erradicar la
vaginosis bacteriana asintomatica y sintomética. Se ha recurrido a la administracion oral de Lactobacillus
acidophilus y yogur en la prevencion y terapia de la vaginitis por Candida, aunque no se tienen todavia datos
sobre su eficacia. Se ha indicado la necesidad de lactobacilos que produzcan peroxido de hidrégeno, pero
dado que esos microorganismos son mas propensos a ser matados por los espermicidas, la combinacion de
dos o mas cepas, una que produzca peroxido de hidrégeno y otras que resistan a los efectos de los

espermicidas, podria dar mejores resultados terapéuticos.

> Vaginitis por levaduras
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La vaginitis por levaduras es una afeccibn muy comdun, precipitada a menudo por el uso de
antibidticos, la exposicion a espermicidas o cambios hormonales que todavia no se comprenden plenamente.
A diferencia de la vaginosis bacteriana y de la infecciéon del aparato urinario, la vaginitis por levaduras no se
debe necesariamente a la pérdida de lactobacilos. Pocas cepas de Lactobacillus son capaces de inhibir el
crecimiento y la adhesién de Candida albicans u otras especies de Candida, y no hay pruebas concluyentes
de que la administracién intravaginal de lactobacilos permita erradicar la infeccion por levaduras. Sin embargo,
hay algunos datos que indican que la ingestion de lactobacilos y su uso vaginal pueden reducir el riesgo de
recaidas y estan justificados otros estudios ya que esta enfermedad esta extendida y tiene efectos
debilitantes.

» Infecciones del aparato urinario

Varios centenares de millones de mujeres sufren cada afio infecciones del aparato urinario. El agente
causante en mas del 85 por ciento de los casos es Escherichia coli que tiene su origen en el intestino.
También se encuentra con frecuencia en las mujeres una bacteriuria asintomatica, que en ocasiones va
seguida de una infeccion del aparato urinario sintomatica. Hay indicios, incluidos datos de ensayos aleatorios
controlados, que indican que la administracion vaginal, una vez por semana, de capsulas de cepas de
Lactobacillus GR-1 y B-54 liofilizadas, preparadas con la adicion de leche descremada, y la administracién
oral, una vez al dia, de una cépsula de cepas de Lactobacillus GR-1 y RC-14, puede dar lugar al
restablecimiento de una flora vaginal dominada por los lactobacilos y reducir el riesgo de reaparicion de
enfermedades del aparato urinario. Se estima que, al crear una barrera de lactobacilos en la vagina, son
menos los patdégenos que pueden ascender a la vejiga, con lo que se bloquea el proceso infeccioso
(FAO/OMS, 2006).

7.7.1.3.6. UTILIZACION DE PROBIOTICOS EN PERSONAS POR LO DEMAS SANAS

Muchos productos probidticos son utilizados por Consumidores que se consideran por lo demas
sanos. Lo hacen suponiendo que los probidticos les permiten mantener su salud y bienestar y reducir
posiblemente el riesgo de contraer a largo plazo enfermedades intestinales, renales, respiratorias y cardiacas.
Es necesario hacer varias observaciones sobre este supuesto y sus repercusiones. La Consulta reconoci6
que la utilizacién de probidticos no deberia sustituir a un estilo de vida sano y una alimentacion equilibrada en

personas por lo demas sanas.

En primer lugar, no existe una medicion precisa de la “salud” y puede que de hecho los sujetos
tengan enfermedades ocultas y no detectables en cualquier momento. En segundo lugar, no se han realizado
todavia estudios para analizar si la ingestion sistematica de probidticos contribuye o no a mantener la “salud”
durante toda la vida al margen de la alimentacion, el ejercicio y otros elementos del estilo de vida. Un estudio
sobre centros de asistencia ambulatoria en Finlandia demostré que el uso de probidticos reducia la incidencia
de las infecciones respiratorias y los dias de ausencia por enfermedad. La Consulta desearia que se hicieran
estudios que confirmaran la idea de que hombres, mujeres y nifios sanos deberian tomar probioticos de
manera sistematica. Esos estudios deberian realizarse en varios centros y basarse en una distribucién al azar
de los parametros de edad, sexo, raza, ingestion alimentaria, educacion, condicién socioeconémica y otros

factores.
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En la actualidad no estan claros los efectos de la ingestion sistematica de probiéticos en la microflora
intestinal. Por ejemplo, ¢ da lugar a una eliminacioén o pérdida de microorganismos comensales que de no ser
asi tendrian efectos beneficiosos en el huésped? Aunque no hay indicios de efectos de esa indole, es
necesario estudiar esta cuestion. Por otra parte, la idea de restablecer un equilibrio normal se basa en el
supuesto de que se sabe en qué consiste la situacién normal en cualquier aparato intestinal. La Consulta
considerd importante seguir estudiando las diversas contribuciones de los microorganismos intestinales a la
salud y la enfermedad. Otra cuestion que merece ser sefialada es que, hasta la fecha, la ingestion de cepas
probiéticas no ha dado lugar a una colonizacién y supervivencia duraderas y mensurables en el huésped.
Invariablemente, los microorganismos persisten dias o semanas, pero no mas tiempo. Por lo tanto, la
utilizacién de probioticos confiere probablemente efectos mas transitorios que duraderos, por lo que parece

ser necesaria una ingestion continuada.

En los nifios recién nacidos, en los cuales no se ha establecido todavia una flora comensal, es
posible que los microorganismos probidticos puedan llegar a convertirse en colonizadores primarios que
persisten mucho tiempo, quiza durante toda la vida. Mientras que esa utilizacion probidtica puede prevenir la
muerte y enfermedades graves en lactantes prematuros coninsuficiencia ponderal, la alteracion de la flora en
nifilos pequefios sanos ocasiona una situacion mas compleja. Precisamente por eso, una consecuencia del
Proyecto Genoma Humano es que en el momento del nacimiento se pueden utilizar probidticos seleccionados
para crear una flora que mejore la salud a lo largo de la vida. Estas cuestiones son muy importantes para el
futuro, y requeriran un amplio debate, incluidas consideraciones éticas (FAO/OMS, 2006).

7.7.2. METODOS DE PRUEBA PARA ESTABLECER LOS BENEFICIOS PARA LA SALUD QUE
CONFIEREN LOS MICROORGANISMOS PROBIOTICOS

Deberian realizarse estudios in vitro apropiados para establecer los posibles beneficios de los
probidticos para la salud antes de emprender ensayos in vivo. Deberian llevarse a cabo pruebas tales como la
tolerancia al &cido y la bilis, la producciéon de sustancias antimicrobianas y la capacidad de adherencia a las

células del intestino humano, segun el beneficio previsto para la salud.

Con el fin de averiguar si un probidtico determinado puede prevenir o tratar una infeccién patégena
especifica, debe proyectarse un estudio clinico para verificar la exposicion a dicho patégeno (estudio
preventivo), o si el microorganismo que causa la infeccion es ese patdgeno especifico (estudio de
tratamiento). Si el objetivo es aplicar probidticos en general para prevenir o tratar una serie de gastroenteritis
infecciosas o afecciones urogenitales, el proyecto de estudio debe establecer la presentacion clinica y los

sintomas y signos de la infeccion e incluir controles adecuados.

Por lo que respecta a las pruebas in vivo, deberian emprenderse ensayos aleatorios de doble
anonimato controlados con placebo para determinar la eficacia del producto probiético. La Consulta reconocié
la necesidad de estudios en seres humanos en los que el nimero de sujetos examinados sea suficiente para
asegurar la significacion estadistica. Seria preferible que esas conclusiones fueran corroboradas por mas de
un centro independiente. En lo que concierne a algunos alimentos, puede que sea dificil distinguir un efecto
probidtico de un efecto relacionado con las caracteristicas generales del alimento. Por consiguiente, es
imprescindible que en esos ensayos en seres humanos se incluyan controles adecuados. Por otra parte, los
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datos obtenidos sobre un alimento probiotico especifico no pueden ser extrapolados a otros alimentos que

contengan esa cepa probidtica particular o a otros microorganismos probioticos.

En cuanto a la medicion de los beneficios para la salud en los estudios en seres humanos, hay que
tomar en consideracion los resultados clinicamente pertinentes para la poblacién que se esta estudiando. En
el caso de los estudios sobre la diarrea, ese resultado podria ser la prevencién de la muerte en algunos
paises, mientras que en otros podria consistir en la prevencion de una pérdida de peso determinada y
estadisticamente significativa, una menor duracién de las heces acuosas o liquidas y un restablecimiento mas
rapido del estado de salud normal, medido por la recuperacién de la funcién intestinal normal y la consistencia

de las heces.

Aunque se sabe que ciertos probiéticos pueden tener efectos beneficiosos, apenas se conocen los
mecanismos moleculares de los beneficios notificados. Esos mecanismos pueden variar de un probidtico a
otro (para obtener el mismo beneficio por diferentes medios) y pueden consistir en una combinacion de
eventos, haciendo con ello que esta sea una esfera muy problematica y compleja. Tales mecanismos pueden
estar relacionados con la produccion de uno o varios metabolitos o enzimas especificos que actian
directamente sobre uno o mas microorganismos, pero también existe la probabilidad de que el probidtico sea
la causa de que el organismo produzca la accién beneficiosa.

A continuacion se citan algunos ejemplos de posibles mecanismos probi6ticos que intervienen en el
control de patdgenos intestinales:
» Produccion de sustancias antimicrobianas
» Exclusién competitiva de la fijacion de patdgenos
» Competencia por nutrientes
>

Modulacion del sistema inmunitario

La Consulta propuso que se proyectaran experimentos claros (in vitro y/o in vivo) a nivel molecular
para determinar los mecanismos con efectos probidticos beneficiosos. Deberian realizarse experimentos

apropiados, incluido un analisis genético para determinar el mecanismo de actuacion.

Se puede afadir a los alimentos bacterias probioticas que contengan B-galactosidasa para aliviar los
problemas de digestion de la lactosa. Sin embargo, también se observan efectos similares para la salud en el
caso de bacterias iniciadoras de la fermentacion de la lactosa, por ejemplo L. delbrueckii.ssp. bulgaricus y S.
thermophilus en productos lacteos fermentados como el yogurt. Estos iniciadores tradicionales no se

consideran probi6ticos porque no tienen la capacidad de proliferar en el intestino (FAO/OMS, 2006).
7.7.3. CONSIDERACIONES RELATIVAS A LA INOCUIDAD

7.7.3.1. PERFILES DE RESISTENCIA ANTIMICROBIANA DE LOS PROBIOTICOS

Como en el caso de cualquier bacteria, entre algunas bacterias del acido lactico, incluidos los

microorganismos probiéticos, existe una resistencia a los antibi6ticos.

Esta resistencia puede estar relacionada con genes localizados en el cromosoma, los plasmidos o los

transposones. Sin embargo, no se dispone de informacion suficiente sobre las circunstancias en que podrian
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movilizarse estos elementos genéticos, y no se sabe si podrian surgir situaciones en las que esto se

convirtiera en un problema clinico.

Existe preocupacion por la utilizacion en alimentos de bacterias probidticas que contienen genes
especificos resistentes a medicamentos. No deberian utilizarse en alimentos bacterias que contengan genes
transmisibles de resistencia a medicamentos. En la actualidad, no se dispone de métodos fenotipicos
normalizados que estén reconocidos internacionalmente para los lactobacilos y las bifidobacterias (no
patégenos). La Consulta reconocio la necesidad de elaborar ensayos normalizados para establecer perfiles de
insensibilidad o resistencia a los medicamentos en los lactobacilos y las bifidobacterias. La Consulta era
consciente de que existen plasmidos en los lactobacilos y las bifidobacterias, especialmente en cepas
aisladas del intestino, que tienen genes que codifican la resistencia a los antibiéticos. Debido a la importancia
de este problema, se propuso que se realizaran mas investigaciones sobre la resistencia de los lactobacilos y
las bifidobacterias a los antibioticos.

Cuando se proceda a la seleccion de cepas probidticas, se recomienda que las bacterias probidticas
no contengan genes transmisibles que codifiquen la resistencia a medicamentos utilizados con fines clinicos.
Es necesaria una investigacion sobre la resistencia de los lactobacilos y las bifidobacterias a los antibiéticos y
las posibilidades de transmision de elementos genéticos a otros microorganismos intestinales y/o de origen
alimentario (FAO/OMS, 2006).

7.7.3.2. INOCUIDAD DE LOS PROBIOTICOS EN LOS SERES HUMANOS

En lo concerniente a la inocuidad de los probiéticos, la Consulta estimé que deberian establecerse un
conjunto de principios generales y criterios practicos que sirvieran de directrices en cuanto al modo de
someter a prueba un posible microorganismo probidtico y demostrar que tiene un riesgo bajo de inducir la
etiologia de la enfermedad, o de estar relacionado con ella, frente a la posibilidad de conferir un beneficio
significativo para la salud cuando se administra a seres humanos. Esas directrices deberian reconocer que
algunas especies pueden requerir una evaluacion mas detenida que otras. A este respecto, la evaluacién de
la inocuidad exigira que se realicen al menos algunos estudios en seres humanos, y debera abordar aspectos

relativos al uso final previsto de la cepa probiotica.

La informacidn reunida hasta la fecha indica que los lactobacilos se han utilizado desde hace tiempo
como probidticos sin que se hayan determinado riesgos para los seres humanos, y ésta sigue siendo la mejor
prueba de su inocuidad. Ademas, no se han encontrado propiedades patdgenas o virulentas en lactobacilos,
bifidobacterias o lactococos. A pesar de esto, la Consulta reconocié que, en ciertas condiciones, algunas
cepas de lactobacilos han sido relacionadas con efectos perjudiciales, como por ejemplo raros casos de
bacteremia. Sin embargo, un estudio epidemioldgico reciente sobre casos notificados de bacteremia causada
por lactobacilos, recogidos sistematicamente en un pais, ha demostrado que no se observa un aumento de la

incidencia o la frecuencia de la bacteremia cuando aumenta la utilizacion de lactobacilos probiéticos.

Se reconoce también que algunas bacterias del acido lactico, como por ejemplo los enterococos,

pueden poseer caracteristicas de virulencia. Por esta y otras razones, la Consulta recomendd que no se
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hiciera referencia a Enterococcus como probidtico para consumo humano. Las razones en que se basa esta

recomendacion son las siguientes:

» Las cepas pueden mostrar un alto grado de resistencia a la vancomicina, o adquirir dicha resistencia.
Cuando esa resistencia esta presente, puede suceder que se transfiera a otros microorganismos, lo
gue podria potenciar la patogénesis de tales receptores.

> Ciertas cepas de enterococos resistentes a la vancomicina estan habitualmente relacionadas con

infecciones nosoc6micas en hospitales.

La Consulta reconocié que algunas cepas de Enterococcus tienen propiedades probitticas y que
pueden no mostrar resistencia a la vancomicina en el momento de su inclusién en un producto. Sin embargo,
corresponde al productor demostrar que una determinada cepa no puede adquirir o transferir la resistencia a
la vancomicina o ser virulenta e inducir infecciones (FAO/OMS, 2006).

7.8. AISLAMIENTO A PARTIR DE UNA BEBIDA FERMENTADA

La taberna es una bebida alcohdlica tradicional del sureste de México obtenida a partir de la palma
de coyol (Acrocomia aculeate) (Alcantara et al. 2010). Esta bebida se produce por la fermentacion de la savia
del tallo de la palma adulta previamente derribada, al cual se le hace un canal en el apice del tallo, donde
acumula un liquido que al fermentarse produce un liquido de consistencia espesa y blanca. Este proceso se
realiza durante cinco dias a la intemperie, entre los meses de Febrero y Marzo en condiciones no controladas.

Al consumo de la taberna se le han atribuido algunas propiedades medicinales, entre las cuales
destacan su capacidad desinflamante, cicatrizante de ulceras estomacales, laxante, e incluso es
recomendada como parte del tratamiento de vesiculas y prostata. Asi mismo, se le suman efectos de
debilitamiento de las piernas, al grado de quien ingiere la bebida no puede sostenerse en pie aun cuando se
sienta sobrio, esta es una caracteristica muy peculiar de esta bebida alcohdlica (Rodriguez, 2011).

De la taberna se han aislado microorganismos que participan durante la fermentacion,
evidencidndose la presencia de bacterias acido lacticas (Alcantara, y otros, 2010). Estos microorganismos
podrian ser los responsables de algunos atributos de la taberna, tales como el aroma, el sabor, la
consistencia, la acidez y el pH caracteristico, sin olvidar las propiedades medicinales que la caracterizan.
Muchas de las bacterias acido lacticas (BAL) estan reportadas como probidticos. Sin embargo es importante
mencionar que cada cepa es especifica, es decir, que una cepa determinada ejerce alguna propiedad o
atributo especifico. Por lo tanto, antes de usarlas se requiere una evaluacion cuidadosa de la funcionalidad de

cada una de las nuevas especies o cepas de BAL (Gonzalez, 2013).
7.9. EVALUACION IN VITRO DE LA BACTERIA AISLADA

Como ya se menciond anteriormente, para poder ser considerados como probidticos, los
microorganismos deben cumplir con ciertas condiciones complementarias en los aspectos de seguridad (ser
inocuos para la salud del consumidor, ser genéticamente estables, no presentar resistencia a antibidticos,
mantenerse viables en el producto del cual formen parte, factibles de ser reproducidos a gran escala y
preferentemente fago-resistentes) y los aspectos tecnolégicos, ademas de presentar una propiedad benéfica

demostrada. Entre las condiciones requeridas se pueden mencionar que los probidticos deben. Ademas,
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cuando forman parte de un producto alimenticio, éste debe ser sensorialmente aceptable y debe conservar las

propiedades probidticas estables durante su vida Uutil.

Entre los criterios funcionales se pueden destacar que resistan las condiciones a través del tracto
gastrointestinal, es decir que sean resistentes a los jugos gastricos, a la bilis y a las enzimas, para que logren
llegar al intestino un niimero minimo de 10° células viables/mL, concentracién a la cual los probiéticos pueden
poblar el intestino y ejercer efectos significativos a la salud. Ademas, deben otorgar algin beneficio al
huésped, como favorecer la absorcién de nutrientes, regularizar la flora intestinal, combatir microorganismos
patdégenos oportunistas y/o activar las defensas del organismo, entre otras (Gonzalez, 2013).

7.9.1. SUPERVIVENCIA BAJO CONDICIONES GASTROINTESTINALES

Las bacterias probitticas generalmente son adicionadas en alimentos y éstas comienzan su viaje
hacia el tracto intestinal inferior a través de la boca. Los principales vehiculos para los probidticos son los
yogures y las leches fermentadas, las cuales proporcionan un pH relativamente bajo en su ambiente y con el
cual deben sobrevivir. Ademas, estas bacterias deben ser resistentes a la acidez gastrica, la toxicidad de las
sales biliares y las condiciones de estrés en el colon. El tiempo de promedio de residencia de los alimentos
en el estbmago es aproximadamente 90 minutos. Es estdmago es el lugar donde inicia el estrés celular,
debido a que tiene un pH tan bajo como 1.5 y después pasan al tracto intestinal superior donde se segrega
bilis. La concentracion de bilis en el sistema gastrointestinal humano es variable y dificil de predecir en
cualquier momento dado. Por lo tanto, las cepas seleccionadas para uso como bacterias probitticas deben
ser capaces de tolerar el &cido durante al menos 60 minutos (tiempo minino de la residencia de los alimentos
en el estbmago), tolerar las sales biliares, adherirse al epitelio y crecer en el tracto intestinal inferior, antes de
gue empiecen a dar algin beneficio a la salud.

La tolerancia a pH’s &cidos y la bilis, son una de las primeras propiedades en la evaluaciéon cuando
se realiza la seleccién de cepas probidticas. Pruebas simples in vitro se han aplicado a las bacterias 4cido
lacticas antes de ser utilizadas en la industria lechera como probiéticos. Los resultados de estas pruebas muy
a menudo predicen la capacidad de las cepas para sobrevivir en los ambientes &cidos y con bilis y puede
aplicarse para asegurar la calidad de los cultivos probiéticos durante la fabricacion, el almacenamiento y vida

de anaquel del producto.

Jugo gastrico humano se utilizd en estudios in vitro para evaluar mejor la capacidad de supervivencia
de las cepas a través del estdmago. Para minimizar variaciones se ajusto el jugo gastrico humano de sujetos
sanos antes utilizarlo a 1.5, como el de individuos en ayuno. La mayoria de las cepas de Lactobacillus
mostraron tolerancia a las condiciones del estbmago humano y llegaron eficazmente al intestino. Sin embargo,
Bifidobacterium demostré ser mas sensible a las condiciones &cidas y al jugo gastrico humano que las cepas

de Lactobacillus.

Los acidos biliares se sintetizan en el higado a partir del colesterol y se secretan de la vesicula biliar
al duodeno en la forma conjugada. Estos acidos se someten a muchas modificaciones quimicas en el colon
como resultado de la actividad microbiana. Se ha encontrado que las bacterias Gram positivas son mas
sensibles a estos acidos que las bacterias Gram negativas, ademas de que la mayoria de los géneros
Lactobacillus y Bifidobacterium, aislados en humanos tenia la capacidad de tolerar las concentraciones

fisiologicas de bilis humana (Gonzéalez, 2013).
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7.9.2. REDUCCION DEL COLESTEROL MEDIANTE LA DESCONJUGACION DE LAS SALES
BILIARES

La bilis estd compuesta principalmente de sales biliares. Las sales biliares no conjugadas son glicina
y taurina, las cuales actllan como detergentes i6nicos naturales. En el intestino, las sales biliares desempefian
un papel importante en la emulsion de lipidos, que permiten la lip6lisis y la absorcién de productos lipoliticos
por los enterocitos. El acido cdlico, uno de los acidos biliares libres mas comunes en el intestino, es producido
principalmente por la desconjugacién de sales biliares. La principal via de excrecion de colesterol de los
humanos y otros mamiferos es a través de las heces. El colesterol es el precursor de las sales biliares
primarias, que se forman en el higado y se almacena en forma de sales biliares conjugadas en la vesicula
biliar para la secrecién en el tracto gastrointestinal, donde después de realizar sus funciones son absorbidas a
través del epitelio y transportadas en la corriente de la sangre. Sin embargo, las sales biliares desconjugadas
son mas hidrofébicas que las sales biliares conjugadas, lo que resulta una menor absorcién en el lumen
intestinal y por lo tanto son eliminados a través de las heces. Por esa razén en una situacion de estado
estacionario, la desconjugacion de las sales biliares pueden reducir los niveles de colesterol en el suero
mediante el aumento de la formacion de sales biliares nuevas que se necesitan para reemplazar las que han

sido eliminadas.

Algunos probiéticos, tales como Lactobacillus acidophilus son capaces de excretar la hidrolasa sal
biliar (BSH) (EC 3.5.1.24), enzima que cataliza la hidrélisis de la glicina y/o taurina en sales biliares
conjugadas, liberando residuos de aminoacidos y sales biliares (no conjugadas). Las hidrolasas de sales
biliares son activas en sales biliares conjugados con glicina y taurina. Sin embargo, en experimentos con
condiciones parecida al intestino humano (pH 6.5 y con una proporciéon de 2:3 de sales de glicocolato y
taurocolato), se reportd que en la sal biliar de glicina conjugada era mas eficiente la desconjugacion por cepas
de L. acidophilus de origen tanto humano y porcino que en la sal biliar de taurina conjugada. Con estos
resultados se postul6é que la solubilidad de las sales biliares conjugadas en condiciones acidas era la causa.
Debido a que con el pH normal de la parte superior del tracto intestinal (5.5-6.5), se encontr6 que
aproximadamente el 50% de sales biliares libres y una pequefia cantidad de sales biliares conjugadas de
glicina estaban protonadas (no ionizada), mientras que en la sal biliar conjugada con taurina no ocurrié una
protonacion. La razén de este comportamiento fueron los valores de pKa de las sales biliares conjugadas de
taurina y glicina, y de las sales biliares desconjugadas. Por lo tanto, a un pH acido, las sales biliares
desconjugadas se protonan y precipitan, mientras que las sales biliares conjugadas con taurina permanecen
ionizados en solucion, y el caso para las sales biliares conjugadas de glicina se precipitan parcialmente sin
hidrdlisis. La regulacion de la actividad de la HBS por el pH todavia no esta clara, aunque algunas actividades

de BSH, muestran ser mayor en los valores de pH mas bajos.

Algunos estudios han sugerido que la distribucion de la actividad en HBS en Bifidobacterium y
Lactobacillus se correlacionan con el habitat de un género, especie o incluso cepas. La mayoria de los
organismos probidticos que se han aislado del intestino de mamiferos y de las heces mostraron actividad
HBS. Sin embargo, también debe tenerse en cuenta que no todas las cepas aisladas de esos sitios tienen
actividad de la BSH, lo que sugiere que las bacterias sin esta enzima pueden sobrevivir bajo las condiciones

del intestino con bilis utilizando otros mecanismos (Gonzalez, 2013).
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7.9.3. ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA

Hasta el momento, se ha reportado que las actividades antimicrobianas de los probiéticos
comprometen tanto a la célula y los metabolitos producidos por ella. Un mecanismo fisiolégico que considera
a toda la célula bacteriana es competir por sitios de unién disponibles y por nutrientes contra los patégenos.
Comunmente estas bacterias expresan hidrofobicidad y proteinas en la superficie celular para facilitar la
coagregacion con células de la misma cepa o de especies relacionadas y con los epitelios del huésped. Estas
caracteristicas adhesivas proporcionan un impedimento estérico contra otros microorganismos y ayudan a
competir por los nutrientes disponibles. Por lo tanto, la superficie epitelial de acogimiento esta protegida
gracias a un escudo asociado a las mucosas de una variedad de invasiones nocivas (bacteria patégenas,
sustancias toxicas, agentes oxidantes). Ademas, algunos estudios también reportan que algunas especies de
Lactobacillus ejercen actividad antimicrobiana in vitro por la coagregacion con patégenos, y la creacion de un
area de contacto mayor entre las membranas bacterianas, por lo tanto, el resultado mejor6 el debido al
contacto de los metabolitos antimicrobianos hacia los patégenos.

Por otra parte, los metabolitos producidos por los probiéticos han demostrado tener un amplio
espectro de inhibicidn contra bacterias tanto Gram positivas y Gram negativas. Tomando en cuenta que existe
una diversidad de compuestos quimicos, lo méas probable es que su actividad antimicrobiana no es atribuible a
un mecanismo especifico, es decir podria haber efectos sinérgicos de distintos componentes de la célula.
Algunos metabolitos como el lactato y el acetato, disminuye el pH. Sin embargo, el efecto general de los
probiéticos es debido a la produccién de &cido, que reduce el pH en el intestino, y a su vez limita el
crecimiento de patdgenos. Los &cidos organicos no disociados son lipofilicos y son capaces de penetrar la
membrana de la célula bacteriana, y a mayores valores de pH intracelulares se disocian para producir iones
de hidrégeno que interfieren con las funciones esenciales bacterianas. Asi mismo, se ha reportado que los
acidos organicos pueden funcionar en combinacion para lograr una actividad inhibidora fuerte contra muchos
patégenos transmitidos por alimentos, tales como Salmonella Typhimurium, E. coli, Bacillus cereus,

Clostridium botulinum, Clostridium perfringens, Listeria monocytogenes y Staphylococcus aureus.

Otro factor importante que contribuye a la eficacia global de la inhibicion de los patdégenos son las
bacteriocinas, las cuales son moléculas catibnicas de bajo peso molecular, que son liberadas
extracelularmente. Una hip6tesis ampliamente aceptada para la actividad de las bacteriocinas es que en
primer lugar se adsorben a receptores especificos 0 no especificos sobre la superficie de la célula, y entonces
altera la permeabilidad de la membrana. Las bacteriocinas son diferentes de los antibidticos debido a que son
péptidos ribosomalmente sintetizados, su modo de acciéon son principalmente en la membrana y tienen un
espectro estrecho para matar solo especies estrechamente relacionadas. Hoy en dia, muchas bacteriocinas
se han descubierto y varian en espectro de inhibicion, modo de accién, peso molecular, el origen genético y
propiedades bioquimicas. La nisina es la bacteriocina mas conocida producida por Lactobacillus lactis, y se ha
aprobado para su uso en diversas industrias por todo el mundo. Otras bacteriocinas producidas por las BAL
incluyen lactacin de L. acidophilus, pediocina de Pediococcus acidilactici y enterocina de Enterococcus
faecium. A pesar de que las bacteriocinas han sido ampliamente utilizados en la conservacion de alimentos y
aplicaciones médicas, todavia estan limitados por su estrecho espectro de inhibicién, y los parametros

extrinsecos tales como tolerancia al pH y la termoestabilidad.
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Otro grupo de moléculas mas pequefias se han reportado que se asocian también con la actividad
antimicrobiana de los probiéticos son agentes antioxidantes oxidantes fuertes como el peréxido de hidrégeno
generado a través de la NADH oxidasa y la superdxido dismutasa, el diéxido de carbono de la
heterofermentatiéon para fortificar el ambiente anaerébico, y el diacetilo. Estas son sustancias que comparten
las caracteristicas comunes de tolerancia a pH bajo, termoestabilidad y actividad antimicrobiana, que ejercen
a través de un amplio espectro. Por lo tanto, la actividad antimicrobiana de los probidticos depende de
multiples factores, los cuales pueden trabajar de forma sinérgica para contribuir a la eficacia general. Sin
embargo, se prefiere que los factores antimicrobianos de los probiéticos ejerzan actividad solamente contra
bacterias patdgenas, sin ocasionar algun otro efecto adverso (Gonzalez, 2013).

7.9.4. PROPIEDADES DE ADHERENCIA Y ESTIMULACION DEL SISTEMA INMUNOLOGICO

El rol fisiol6gico que los exopolisacéaridos juegan en los probidticos se relaciona con la adaptacion y
reconocimiento de factores ambientales. Estos constituyen una barrera hidrofilica que puede proteger a la
bacteria y estar implicada en la adhesion a superficies. Dada la estructura quimica y el tipo de uniones que
presentan estos EPS, no pueden ser hidrolizados por las enzimas presentes en el tracto gastrointestinal, por
lo tanto pueden llegar al intestino delgado donde podrian ejercer un efecto bioldgico a través de diversos
mecanismos. A pesar de los bajos niveles de produccion comparados con otros microorganismos, las BAL
representan una fuente de EPS natural que se puede utilizar en diversos procesos de fermentacién o ser

utilizados como aditivos alimentarios (agentes espesantes, emulsificantes y estabilizantes).

Algunos EPS producidos por BAL son capaces de contrarrestar el efecto de ciertos enteropatdgenos,
ya sea por su capacidad de interactuar con las células del epitelio intestinal o por secuestro de toxinas u otros
metabolitos nocivos. Los EPS producido por L. rhamnosus ATCC9595 demostré capacidad de secuestrar
toxina colérica. Asi mismo, en los ultimos afios muchos estudios han demostrado que algunos EPS
producidos por BAL son capaces de actuar como inmunomoduladores. Diferentes estudios in vitro
demostraron que varios fosfopolisacaridos presentan actividad mitogénica sobre linfocitos B. En estudios in
vivo en modelos murinos demostraron que la administracién oral del EPS producido por L. kefiranofaciens es
capaz de inducir una respuesta a nivel de la mucosa intestinal, incrementando la produccion de IgA y
modificando los patrones de citoquinas séricas. Las propiedades inmunomoduladoras que poseen algunos
exopolisacéaridos se han vinculado con la actividad antitumoral, como en los estudios realizados con la
administracion intraperitoneal de cultivos de Lact. lactis subsp. cremoris KVS20 productores de EPS, estos

fueron capaces de inhibir in vivo el crecimiento de tumores inducidos en ratones.

En conclusion los exopolisacaridos juegan un rol relevante en la actividad probidtica de los
microorganismos, por lo tanto cuando se realiza una seleccion de bacterias con propiedades probitticas es
necesario evidenciar la presencia de estas estructuras debido a que proveen propiedades tan importantes y
esenciales, como la adhesién a la mucosa y la proteccidon contra los factores ambientales, caracteristicas

funcionales que deben estar implicitas en los probiéticos (Gonzélez, 2013).
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7.10. EVALUACION IN VIVO DE UNA BACTERIA AISLADA

7.10.1. ENSAYOS IN VIVO
7.10.1.1. PRUEBA DE COLESTEROL

Los lipidos representan un importante papel en el cuerpo humano: ya sea como hormonas o
precursores hormonales, ayuda a la digestién, fuente o almacén de recursos energéticos, componentes
estructurales y funcionales de membranas biolégicas, o funcionando como aislantes para prevenir pérdidas de
calor y permitir la conduccién nerviosa. En Quimica Clinica, los lipidos han sido asociado durante la ultima

década con el metabolismo de las lipoproteinas y la ateriosclerosis.

Desde que en 1872 Salkowski describi6 la primera reaccion de color para el colesterol, han aparecido
una gran cantidad de métodos y procedimientos dado el interés clinico de su valoracién. Hoy se cuentan por
centenares los métodos descritos para la delerminaciéon de la concentracién de colesterol, algunos de ellos
pequefias modificaciones de otros preexistentes. No se dispone de una clasificacion adecuada que los
englobe a todos, aunque desde un punto de vista practico se les suele clasificar en métodos enziméticos y en

métodos no enziméticos, que otros autores han llamado métodos quimicos.

» Métodos no enziméticos
Se consideran como métodos no enzimaticos aquellos métodos espectrométricos que no utilizan
ninguna enzima en el sistema de determinacion. Todos ellos se basan en la reaccion del colesterol con un
acido fuerte concentrado, formandose unas sustancias coloreadas que son fundamentalmente colestapolienos
(color verde) y sus iones (color rojo). Practicamente en todos los procedimientos el acido acético y el anhidrido
acético se utilizan como disolventes y deshidratantes, mientras que el acido sulfirico se utiliza como
deshidratante y oxidante. En algunos métodos se utilizan sales de hierro (lll) para aumentar la reaccion de

color.

La secuencia de reacciones que tienen lugar en los métodos fundamentales consiste en una
deshidratacion y oxidacién iniciales del colesterol obteniéndose 3,5-colestadieno. Brieskorn y Capuano
sugirieron que este primer producto se polimerizaba a bis-colestadieno; si bien los posteriores estudios de
Watanabe apoyaban esta hipétesis, fue el propio Brieskorn quien mas tarde llegé a la conclusiéon de que este
bis-colestadieno no era el producto principal de la reaccion de Liebermann-Burchard. Burke et als. apoyaron
esta idea, sugiriendo una secuencia de reacciones de oxidacion a partir del 3,5-colestadieno que difieren

segun el sistema de reaccion adoptado (Liebermann-Burchard o Zak) y que se comentan a continuacion:

e Sistema de Liebermann-Buchard: En este sistema se forma un ion pentaenilico con un maximo de

absorbancia a 620 nm (color verde), que es el intermediario que medimos, si bien no parece ser el
producto final de la reaccion. La formacion de este intermediario tiene un bajo rendimiento en el
tiempo que se considera optimo para la medicion espectrométrica del colesterol y esto explica la baja
sensibilidad de los métodos que utilizan este sistema al ser comparados con los que utilizan hierro
(lI). En este sistema, otros esteroides como el 5,7-colestadien-3-ol y el 7-colesten-3-B-ol, producen 2
y 4 veces mas color que cantidades equivalentes de colesterol.

e Sistema de Zac (Fe(lll)): En este sistema se forma un ion tetraenilico con un maximo de absorcién a

536 nm (color rojo). Tras 30 min de reaccion, tiempo éptimo para la modificacion espectrométrica en
este sistema, el rendimiento es proximo al 100% , hecho que explica la mayor sensibilidad de los

Pagina | 41



métodos que utilizan este sistema en comparacion con los que utilizan el procedimiento de
Liebermann-Burchard. Los esteroides 5,7-colestadien-3-ol y 7-colesten-3-B-ol tan solo producen una
tercera parte del color producido par cantidades equivalentes de colesterol. En ausencia de iones
hierro (Ill) u otros iones metdlicos, también se forma un color rojo si se calienta la mezcla de reaccion
entre 80 y 95°C, como en la reaccion de Salkowski; si bien la sensibilidad de la reaccién es muy

inferior a la obtenida con la presencia de hierro(lll) en el medio de reaccion.

En ambos casos la reaccion cromogénica del coleslerol da lugar a varios productos con distinta
absortividad. Esto no es deseable en el andlisis cuantitativo e indica la necesidad de controlar estrictamente
las condiciones en el curso de la reacciéon. Se han descrito modificaciones a los métodos de Liebermann-

Burchard y de Tschgaev en los que se realiza una lectura final fluorimétrica.

El método descrito por Abell y cols. (1952) se refiere a la extraccion del colesterol con disolventes
organicos y una posterior hidrolisis alcalina de los ésteres de colesterol. La reaccion es altamente especifica,
pero la metodologia es laboriosa y requiere reactivos corrosivos, siendo por tanto impracticable en la rutina
diaria del laboratorio. Richmond (1973) describi6 el método de la colesterol oxidasa, tras la saponificacion de
la muestra. Este método fue el primer paso hacia un procedimiento totalmente enzimatico. Allain y cols. junto
con Roeschaw y cols. publicaron en 1974 el primer procedimiento completamente enzimatico para determinar

colesterol, reemplazando asi la saponificacion quimica por la saponificacién enzimatica.

El colesterol se determina tras una hidrolisis enzimatica y una oxidacion. El indicador quinoneimina

se forma apartir de peréxido de hidrogeno y 4-aminoantipirina en presencia de fenol y peroxidasa.

Ester de colesterol + HO —  Colesterol + Acidos grasos

Colesterol

Colesterol + O, —  Colesten-3-ona + H,0;
oxidasa

peroxidasa ] o
2H,0; + Fenol + 4-aminoantipirina  —  4(p-benzoquinona-mono-imino)-fenazona + 4H,0

Se han desarrollado varias adaptaciones para la automatizacion de este método y este sistema de
deteccién es actualmente el mas utilizado de los métodos utilizados para la determinacion del colesterol. La
reaccion es rapida, no requiere blanco de suero y comparado con otros cromdégenos tiene una sensibilidad y

solubilidad aceptables, ademas de no inhibir las enzimas colesterol esterasa y colesterol oxidasa.

Los factores que pueden afectar potencialmente a la exactitud de la determinacion de la

concentracion de colesterol en los diferentes sistemas de reactivos son:

Hidrdlisis incompleta de los ésteres de colesterol en los especimenes.

Interferencia de la turbidez, hemoglobina y bilirrubina.

>
>
» Interaccion con los detergentes.
» Deterioro de las enzimas.

>

Diferente velocidad de reaccion en algunos sistemas de los especimenes y de los patrones y

controles. La matriz de los materiales de calibracion y control puede influir en algunos sistemas de
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reactivos, habiéndose descrito que los especimenes congelados y liofilizados pueden reaccionar de
forma diferente que los especimenes frescos.
» La asignacion del valor verdadero en los patrones o calibradores debe hacerse por método definitivo

o de referencia (Arranz et al. 1994).

7.10.1.2. PRUEBA DE EFECTO SOBRE BACTERIAS NATIVAS Y ESTABLECIMIENTO DE
BAL EN EL TRACTO GASTROINTESTINAL

La microbiota del tracto gastrointestinal (TGI) constituye un ecosistema donde muchas especies
distintas participan de ciclos vitales interrelacionados o interdependientes, en un ambito de gran biodiversidad.
Unas especies viven de los productos generados por otras, y a su vez, la actividad metabdlica de las primeras
beneficia la proliferacién de terceras. Las bacterias de la microbiota estan adaptadas a su habitat, porque

estan asociadas con la vida del hombre desde hace milenios y han evolucionado junto con él.

La mucosa del TGI es la segunda superficie mas extensa del organismo, y es la primera zona de
contacto y defensa frente a agentes externos. Se estima que existen aproximadamente 100.000 millones de
bacterias en el tracto gastrointestinal divididas en mas de 400 especies distintas. Las especies mas
abundantes incluyen: Bacteroides, Eubacterias, Bifidobacterias, Enterobacterias, Streptococcus, Lactobacillus,
Clostridia y Staphylococcus. El numero de bacterias aumenta a lo largo del tubo, desde el estbmago (con un

escaso numero debido a su pH) hasta llegar al colon, donde existen méas de 400 especies bacterianas.

BOCA

ESTOMAGC

Lacrobacilif

DUODENO

Streptyacocci
Lactobacilli YEYUNO

iLEON
Enterobacterio
Srreptococcus faecalis
Bacteriodes
Bifidobacteria
Eubacteria
Peptococcis
Peplosireprococcus

Ruminococcus s
Clostiidia
Lactobacilli /

ANC

COLON

Figura 5. Distribucién de las bacterias en el TGl normal

La microbiota intestinal se adquiere inmediatamente después del nacimiento, determinando el
desarrollo del sistema inmunoldgico intestinal. Debido a que el intestino del recién nacido presenta una
atmadsfera aerobia, inicialmente existe un predominio de microorganismos aerobios como Escherichia coli y
Enterococcus. Durante el primer dia de vida, y conforme el recién nacido es alimentado, el oxigeno disminuye,
y Lactobacillus y Bifidobacterias (microaerdfilo y anaerobio estricto, respectivamente) comienzan a proliferar
en proporciones dominantes. Con el destete ocurren cambios importantes, ya que la lactancia materna
también desempefia un papel importante en la transmisién de la flora, apareciendo microorganismos como
Bacteroides y otros anaerobios estrictos. En unos meses la microbiota intestinal se torna semejante a la de un

adulto, y luego, permanece practicamente estable durante toda la vida, ya que el sistema aprende a reconocer
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y tolerar las especies bacterianas presentes en estas primeras etapas de la vida. Sin embargo, en la edad

avanzada, tienden a disminuir las Bifidobacterias, dejando paso a bacterias potencialmente mas patogénicas.
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Figura 6. Cambios que sufre la microbiota intestinal respecto a la edad

La microbiota intestinal desempefia una funciéon muy importante en la salud del huésped. Su principal
funcién es la fermentaciéon de los sustratos no digeribles de la dieta. Como resultado, se recupera energia
metabdlica, sustratos absorbibles y se produce la proliferaciéon de la poblacién de microorganismos. A partir de
esta interaccion con los sustratos (alimentos), la microbiota produce efectos beneficiosos al huésped como: la
estimulacion del sistema inmunoldgico, la sintesis de vitaminas del grupo B y vitamina K, el incremento de la
motilidad y la funcién del TGI, la inhibicion de patégenos, la produccion de &cidos grasos de cadena corta y
poliaminas, y la mejoria de la digestion y absorcion de nutrientes generando nutrientes asimilables a partir de
compuestos complejos no digeribles en la parte alta del tubo digestivo y mejorando la biodisponibilidad de los
nutrientes con el aporte de enzimas, por ejemplo (Tonello, 2012).

Numerosos estudios demuestran que la administracion de lactobacilos por via oral disminuyen
significativamente la presencia de enteropatdgenos en el TGl y restablece el balance apropiado de la flora
intestinal (Zamudio y Zavaleta, 2003). Uno de los mecanismos de accibn mas significativos de los
microorganismos probioticos es la privacion a los agentes patdégenos de los nutrientes especificos. Los
nutrientes estan presentes en cantidad limitada en el intestino; si las bacterias beneficiosas consumen estos
nutrientes necesarios para el desarrollo de agentes patdgenos, limitan asi su proliferaciéon. Sin embargo, los
microorganismos probidticos compiten con los patégenos no solo por los nutrientes, sino también por el
espacio fisico. Algunas bacterias pueden inhibir la adherencia de los agentes patégenos a los sitios receptores
por un mecanismo de obstruccion estérica o de bloqueo especifico del receptor, con lo que se produce una
prevencion de la colonizacion de microorganismos patégenos por inhibicion competitiva en los lugares de
adhesion. Por otro lado, los probidticos producen numerosas sustancias antimicrobianas como las

bacteriocinas, que atacan a las bacterias patdégenas que llegan al intestino .

Ademas, la fermentacion de los componentes prebidticos por parte de las bacterias probioticas en el
colon, produce numerosas sustancias que, de diferentes formas, producen efectos benéficos en el huésped.
La produccion de acido lactico (por parte de Bifidibacterium, Lactobacillus y Streptococcus) produce la
acidificacion del medio, y por lo tanto, la reduccion del pH luminal, lo cual inhibe el desarrollo y la colonizacion
de patoégenos (como E. coli, Streptococcus y Salmonella), asi como la produccion de elementos téxicos
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derivados de su metabolismo (amonio, compuestos fendlicos, aminas, etc.). Otra de las sustancias resultantes
de la fermentacién son los acidos grasos de cadena corta, de los cuales, el acido butirico constituye la
principal fuente de energia para los colonocitos, estimulando la proliferacion celular y regulando la apoptosis y

la composicion del mucus (Tonello, 2012).

7.10.2. PRUEBAS DE SEGURIDAD
7.10.2.1. PRUEBAS DE TOXICIDAD

La evaluacion del peso de 6rganos en estudios de toxicologia es un componente integral en la
valoracion de dispositivos farmacéuticos, quimicos y médicos. La Sociedad de Patologia Toxicologica ha
creado recomendaciones para el pesaje de 6rganos en estudios de toxicologia general en érganos del TGI
con duracion de 7 dias a 1 afio. Recomienda que higado, corazén, rifiones, cerebro, testiculos y glandulas
suprarrenales sean pesados en todos los estudios generales de toxicologia de dosis multiples. El pesaje de
las glandulas pituitaria y tiroides se recomiendan para todas las especies, excepto en ratones. el bazo y el
timo deben ser pesados en estudios con ratones, y también en estudios con no roedores aunque no es tan
indispensable. El pesaje de los 6rganos reproductivos tiene mayor valor en animales sexualmente maduros;
variaciones en edad y madurez sexual en no roedores, asi como la senescencia reproductiva en roedores
hembras pueden complicar o limitar la interpretacion del peso de los 6rganos reproductores. También se
sugiere que los testiculos de todas las especies sean pesados en estudios generales de toxicologia de dosis
multiples. El epididimo y la prostata deben ser pesados en estudios con ratas y pueden ser pesados en una
base de caso por caso en estudios con no roedores y ratones. El pesaje de otros drganos incluyendo los
organos reproductores femeninos deben considerarse sobre una base de caso por caso. Para estudios de
carcinogenicidad no se recomienda el pesaje de 6rganos, incluyendo bioensayos alternativos con ratones.
Independientemente del tipo de estudio o de los 6rganos evaluados, los cambios de peso de éstos deben ser
evaluados en el contexto de la clase de compuestos, mecanismo de accién y todo el conjunto de datos de ese
estudio (Sellers et al. 2007).

El peso de los 6rganos ha sido aceptado como un indicador sensitivo de cambios inducidos
quimicamente a los érganos. Las guias EPA, CFSAN, USFDA, OECD, JMAFF, EEC, METI y MHLW han
enlistado 6rganos especificos que deben pesarse para la variedad de estudios de toxicidad en especies de
roedores y no roedores. El bazo es mas comunmente utilizado en estudios de inmunotoxicidad. Para estudios
nutricionales los érganos mas importantes son el higado, bazo y rifiones. Ademas es importante aclarar que
algunas respuestas en cambios en el peso de los 6rganos no necesariamente implican efectos toxicos
(Michael et al. 2007).

El peso del higado puede incrementar en estudios de menos de 7 dias por posibles dafios hepéaticos.
Se recomienda que los estudios patologicos se deben realizar para evaluar por qué los pesos de los 6rganos
se correlacionan con los cambios clinicos patoldgicos y posibles efectos a nivel microscopio. Ademas, la
relacién de peso de cuerpo/peso del érgano es usualmente utilizada en animales que no son roedores (Sellers
et al. 2007).

Las fuentes de variaciones del peso de los 6rganos incluyen variaciones en el tipo de animal,
guarnicion de érganos individuales y las condiciones ambientales del lugar de estudio, que pueden afectar la

hidratacién de los érganos. Ademas, el incremento en el peso de los érganos en roedores en estudios
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oncogénicos es debido a la presencia de procesos degenerativos, inflamatorios y mioplasticos que pueden

afectar en un grupo (Long et al.1998).

También cabe sefialar que el incremento en el consumo de alimento no afecta significativamente el
peso corporal de los animales. Tampoco se afecta el peso del higado y bazo por implementar probiéticos. Una
dieta que incluye probiéticos no tiene efecto en el peso corporal ni en la inflamacién de los 6rganos (Kuo et al.
2013).

7.10.2.2. PRUEBA DE TRANSLOCACION BACTERIANA

Una importante funcién del tracto gastrointestinal, quizas la menos conocida, es la de actuar de
barrera entre los medios externo e interno, impidiendo la entrada a la sangre de bacterias y agentes
antigénicos y téxicos contenidos en la luz intestinal;2 dichos agentes provocan en el organismo la llamada
respuesta inflamatoria, que de ser excesiva producen el sindrome de sepsis que puede conducir al shock y al

fracaso multiple de 6rganos (Deicht, 1990).

Con el término translocacion bacteriana se designa el paso de bacterias entéricas viables, a través
de la barrera mucosa intestinal, a los ganglios linfaticos mesentéricos, primero, y luego a 6rganos distantes,
como son el higado y el bazo; todo lo anterior tiene como origen precisamente, el fallo de dicha barrera ante el
curso de diversos procesos patolégicos como son el shock hemorragico, politraumatismos, sepsis,
guemaduras, obstruccion intestinal, ictero obstructivo, trauma quirdrgico, irradiacion del abdomen, etc. Pero
este término no so6lo comprende el paso de bacterias; también incluye productos bacterianos como la
endotoxina de las bacterias gramnegativas, que se corresponde con el lipopolisacarido (LPS) integrante de la
pared de dichas células, asi como otros agentes antigénicos y téxicos producidos por los microorganismos
(Jawetz, 1983).

Los mecanismos por los cuales las bacterias alcanzan la lamina propia del intestino pueden ser
paracelular o transcelular. La via por la que éstas llegan a los ganglios linfaticos mesentéricos y érganos
sistémicos es incierta: los macréfagos pueden transportar las bacterias desde el intestino a los ganglios
mesentéricos y la ruta por la que alcanzan la circulacion sistémica puede ser, tanto por el sistema linfatico
(que parece ser la ruta primaria de la translocacién), como por invasion vascular directa en los capilares con el
subsecuente transporte a través del sistema portal hasta el higado, como se aprecia en la siguiente figura
(Lemaire, 1997).
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Figura 7. Corte longitudinal de la pared intestinal

Cuando lo que se transloca son las bacterias propiamente dichas, se produce lo que se denomina
bacteriemia enddgena ya que no hay un foco infeccioso demostrable; si lo que ocurre es translocacién de
productos bacterianos, por ejemplo la endotoxina, el cuadro resultante se denomina sepsis abacteriémica.
Ambos procesos no son excluyentes, pueden aparecer simultaneamente y en ocasiones dar lugar al sindrome
de fracaso multiple de 6rganos (Redan, 1990).

Las condiciones que favorecen la translocacion bacteriana incluyen una combinacién de los 3
factores siguientes (Stallmech, 1998):

» Alteracion de la ecologia bacteriana gastrointestinal: EI aumento del pH gastrico inducido por
antiacidos y anti H2, la disminucién de la actividad motora del intestino favorecida por el uso de
sedantes, relajantes musculares y analgésicos, asi como el decubito prolongado y la administraciéon
de dietas no estériles directamente en duodeno y yeyuno, son factores que determinan la
contaminacion del intestino delgado. Por otra parte, el uso de antibiéticos de amplio espectro puede
afectar el equilibrio de la flora colénica, modificando las concentraciones de bacterias e induciendo
un sobrecrecimiento de ciertas especies patdgenas.

» Alteracién de los mecanismos defensivos locales del huésped: Al alterarse los factores mecanicos,
como son la empalizada epitelial y la produccion de mucus, se afecta el barrido de antigenos y se
provoca la proliferacion bacteriana. La alteracion de los macanismos inmunoldgicos esta
representada por la disminucion de la IgA secretora sintetizada por el denominado tejido linfoide
asociado con el intestino, que es un sistema inmune desarrollado por la mucosa intestinal altamente
especializado y cuya funcién es proteger al huésped de la invasién de patdégenos potenciales o de
una respuesta inmune inapropiada ante la presencia de antigenos.

» Lesion anatomica y funcional de la mucosa intestinal: Esta dada por 3 grandes factores:

e Hipoxia celular debida a la vaso-constriccion en el territorio esplacnico para mantener un
flujo adecuado en los 6rganos vitales. En el llamado sindrome de compartimentacion

abdominal el traumatismo del abdomen provoca un aumento de la presion intraabdominal,
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con disminucioén del flujo sanguineo en la mucosa intestinal, lo que permite la translocacion
de bacterias hacia los 6rganos.

e Mediadores citotoxicos del tipo de los radicales libres de oxigeno, factor de necrosis tumoral
(TNF), etcétera.

e Insuficiente disponibilidad de sustratos nutricionales claves para las células del epitelio
intestinal, asi como la ausencia del estimulo nutricional por el uso exclusivo de la

alimentacion parenteral.

La identificacion bacteriolégica de gérmenes entéricos translocados a los ganglios linfaticos
mesentéricos, bazo, higado y sangre, se realiza mediante el cultivo de éstos y se utilizan medios adecuados
para el crecimiento de bacterias aerobias y anaerobias. Las muestras se tomaran en el curso de la
laparotomia y siempre que sea posible se obtendran fragmentos de dichos érganos, los que seran macerados
antes de ser cultivados para asegurar una buena recuperacion de bacterias. La sangre para cultivo se
obtendra de la vena porta, durante la operacién, asi como de venas periféricas, antes y después de esta. Es
también posible tomar muestra de la secrecion peritoneal con un hisopo, inmediatamente después de abrir la
piel. De todas esas muestras la que mejores resultados brinda es el cultivo de tejidos, fundamentalmente a
partir del ganglio linfatico mesentérico. Las bacterias que més se aislan en casos donde ocurre translocacion
bacteriana son los bacilos gramnegativos aerobios entéricos de la familia de las enterobac-terias, entre los
que se destacan: Escherichia coli y Klebsiella pneumoniae, asi como otras bacterias intestinales
grampositivas como Enterococcus faecalis; hay que tener también en cuenta la posibilidad de aislamiento de
bacterias anaerobias (Kale, 1998).
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CAPITULO 8

8. PROCEDIMIENTO Y DESCRIPCION DE LAS ACTIVIDADES REALIZADAS

El mantenimiento de las unidades experimentales, asi como las tomas de muestra se realizaron en el
Bioterio de la Universidad de Ciencias y Artes de Chiapas, mientras que el andlisis de éstas se llevaron a cabo
en el Laboratorio de Microbiologia del Polo Nacional.

8.1. REACTIVACION Y MANTENIMIENTO DE LA CEPA
8.1.1. MICROORGANISMO

Se utilizd una cepa de bacteria acido lactica Lactobacillus plantarum denominada BAL 03,
seleccionada de una coleccion inicial de cultivos del Laboratorio de Investigacién del Instituto Tecnolégico de
Tuxtla Gutiérrez y que fue aislada de una muestra de taberna colectada en la Colonia Benito Juarez del
municipio de Villaflores, Chiapas, México. Los cultivos frescos utilizados para la elaboracién de dosis se
obtuvieron por reactivacion en caldo MRS, utilizando un inéculo al 10% (v/v) en incubacion a 35°C durante 8
horas y 80 rpm de agitacion.

Para reactivar la cepa se transfirieron 800uL de la suspension celular de la cepa almacenada en un
tubo eppendorf con glicerol a un tubo de ensaye con 8mL de caldo MRS. Esto se realiz6 por duplicado.
Ambos tubos se incubaron durante 12 horas hasta observar turbidez para posteriormente tomar 5mL de
cultivo e inocular en un matraz Erlenmeyer con 50mL de caldo MRS que se incubé a 80rpm durante 12 horas
a36°C (matraz semilla).

8.1.2. PREPARACION Y ALMACENAMIENTO DE LAS DOSIS

Se tomaron 12mL del matraz semilla y se inocularon en un matraz Erlenmeyer con 120mL de caldo
MRS. Esto se realiz6 por triplicado. Los 3 matraces se incubaron durante 6 horas bajo las mismas condiciones
gue el matraz semilla.

Pasadas las 6 horas se transfirid el contenido de los matraces en tubos falcon de 50mL, los cuales
fueron centrifugados a 4000rpm durante 15 minutos a una temperatura de 4°C. Posteriormente se eliminé el
sobrenadante y se realizaron dos lavados con NaCl 0.138M al paquete celular. Una vez obtenida la biomasa
se realizaron las diluciones con las cantidades de agua (previamente esterilizada) correspondientes:

» Concentracién 10'° UFC/mL: vaciar 2mL de agua en un tubo con empaquetado celular. Agitar
vigorosamente.

> Concentraciéon 10° UFC/mL: Vaciar 10mL de agua en un tubo con empaquetado celular. Agitar
vigorosamente.

> Concentracion 10 UFC/mL: De un tubo con concentracion 10° tomar 1mL y vaciar en otro tubo con
9mL de agua estéril. Agitar vigorosamente.

Dichas diluciones fueron almacenadas en tubos eppendorf marcados de acuerdo a la concentracion y
almacenados en refrigeracion a una temperatura de 4°C, con una viabilidad de las bacterias de hasta 5 dias
(Gonzélez, 2013).

8.2. DEFINICION DE LAS UNIDADES EXPERIMENTALES

Para las pruebas de colesterol, efecto sobre bacterias nativas, establecimiento en la region intestinal
y translocacion bacteriana se trabajé con la misma unidad experimental, formandose 3 grupos de ratones
BALB/c hembras de aproximadamente 1 mes a mes y medio de edad.

Para la prueba de toxicidad se formaron 4 grupos de ratones CD1 hembras de aproximadamente 1
mes a mes y medio de edad.

BALB/c es una cepa de ratones usadas principalmente en estudios de inmunologia y cancer,
mientras que CD1 es un modelo multipropdsito, como pruebas seguras y eficaces, cirugias, y
pseudogestacion. Ademas se determind trabajar con ratones hembras jovenes debido a que por su
metabolismo resulta mas rapido elevar su colesterol.

8.3. PRUEBA DE COLESTEROL
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Se formaron 3 grupos de 6 ratones BALB/c cada uno (testigo, control y estudio). Los grupos control y
estudio fueron alimentados con alimento rico en grasa durante 2 meses hasta elevarles significativamente su
colesterol mientras que el grupo testigo fue alimentado con alimento normal (Teklad Global); una vez
adaptados al alimento el grupo estudio fue ademas alimentado diariamente con dosis preparadas de
probiético 10°UFC/mL suministradas via oral.

Se pesaron y tomaron muestras de sangre de la punta de la cola cada 15 dias durante los 2 meses
de adaptacion al alimento, esto con el fin de corroborar un aumento en los niveles de colesterol de los ratones.
La cuantificacion del colesterol se realizd6 empleando el kit Randox. Las muestras fueron preparadas de
acuerdo a la siguiente informacion:

» Reactivo blanco: 10 pL de agua destilada + 1000 pL de reactivo.
» Patron: 10 pL de solucion patrén + 1000 pL de reactivo.
» Muestra: 10 pL de plasma sanguineo + 1000 pL de reactivo.

La composicién del reactivo y la solucion patrén son las siguientes:
Tabla 4. Composicion del reactivo y la solucién patron

COMPONENTES [1INICIAL DE LA SOLUCION

4-aminoantipirina 0.3 mmol/L

Fenol 6 mmol/L
REACTIVO Peroxidasa >0.5mL
Colesterol esterasa 2 0.15 U/mL
Colesterol oxidasa =2 0.1 U/mL
Tampoén Pipes 80 mmol/L; pH 6.8

PATRON - 5.17 mmol/L (200mg/dL)

Cada tubo preparado se mezcl6é e incub6 durante 10 minutos a una temperatura de 25°C para
posteriormente medir la absorbancia de la muestra y del patrén frente al blanco del reactivo a una longitud de
onda de 500nm y antes de pasar 60 minutos, de lo contrario deben prepararse nuevamente las muestras. La
concentracion de colesterol de la muestra se determiné mediante de la siguiente formula:

—Amuestra ,
[Colesterol en la muestra] = —————— * [Patron]
—Apatron

8.4. PRUEBA DE EFECTO SOBRE BACTERIAS NATIVAS

Del grupo testigo y de estudio empleados en la prueba de colesterol se tomd registro del peso y
muestras de heces cada 7 dias durante 60 dias. Las heces fueron pesadas y suspendidas en una solucién de
agua peptonada al 0.1%. Una vez disueltas se realizaron 6 diluciones, sembrandose Unicamente los tubos
correspondientes a concentraciones de 10*, 10° y 10° en cajas Petri con agar MRS y agar nutritivo. Se
incubaron durante 24-48 horas y finalmente se observo el crecimiento de las colonias para diferenciar la
morfologia entre colonias.

8.5. ESTABLECIMIENTO EN LA REGION INTESTINAL

De los grupos testigo y de estudio empleados en la prueba de colesterol, culminados los 60 dias de
experimentacién se les suspendi6 la administracion de las dosis de probioticos durante 7 dias y finalmente
fueron diseccionados.

Se les retiré y observd segmentos del intestino y colon, se pesaron y maceraron en una solucién de

agua peptonada al 0.1%. Finalmente se tomaron 100uL de esta suspension y se sembraron en cajas Petri con
agar MRS e incubaron durante 24-48 horas.
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8.6. PRUEBA DE TOXICIDAD

Se formaron 4 grupos de 10 ratones CD1 cada uno (control, alimentados con dosis 10 UFC/mL,
alimentados con dosis 10° UFC/mL y alimentados con dosis 10® UFC/mL). Se les alimenté normalmente y se
les administré la dosis correspondiente de probidtico diariamente durante 15 dias. Se monitore6 cada 5 dias el
peso de los animales, consumo de agua y alimento, comportamiento y muertes (en caso de que ocurrieran).

Después de 15 dias se diseccionaron los animales para extraer, pesar y observar higado y bazo de
cada uno.

8.7. PRUEBA DE TRANSLOCACION BACTERIANA

Los grupos testigo, control y estudio de la prueba de colesterol fueron diseccionados una vez
culminados los 60 dias de experimentacion previa para extraer sus higados y bazos. Los 6rganos se
maceraron en agua peptonada al 0.1%. De esta suspension se tomaron 100uL y se sembraron en cajas petri
con agar BHI e incubaron durante 24-48 horas.
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CAPITULO 9

9. RESULTADOS Y DISCUSION DE RESULTADOS
9.1. PRUEBA DE COLESTEROL

La prueba consta de dos etapas: incrementar el colesterol en la sangre de los roedores y
administracion de las dosis de probi6tico correspondientes.

El grupo testigo fue alimentado con alimento Teklad Global, el cual es un alimento balanceado
especial para roedores y que contiene 18% de proteina, 5% de grasa cruda y 5% de fibra cruda. Los grupos
control y estudio fueron alimentados con una férmula especial desarrollada para aumentar el colesterol de
éstos, la cual consta de alimento Teklad Global en polvo (1 kg), puré de papa en polvo (800 g), huevos (16
piezas), agua (700 mL) y manteca.

Se trabajé con ratones jévenes y hembras debido a su metabolismo, ya que por un lado ratones
adultos tienen un metabolismo mas lento y por otra parte las hembras tienen a subir de peso rapidamente, lo
mismo que su colesterol. Los valores minimos de colesterol en la sangre de ratones van de 40 a 130 mg/dI,
mientras que los valores maximos alcanzables rondan entre 149 a 234 mg/dl (Acosta & Rodriguez, 2008).

Figura 8. Administracion de dosis

A la fecha de redaccién de este reporte se tenian datos Unicamente de la primer etapa del
experimento, pues la segunda fase aun estaba por comenzar. Lo que se espera es que con la administracion
de las dosis correspondientes se logre una disminucion del colesterol en la sangre de los ratones.

Se midieron las concentraciones de colesterol en la sangre durante dos meses obteniéndose los
siguientes resultados:

Tabla 5. Colesterol medido en grupo testigo

Raton Peso inicial (9) Colesterol (mg/dl)
Dia 0 Dia 30 Dia 60
22.6 167 169 168
22.2 160 160 161
21.3 152 151 153
21.9 155 158 157
18.1 148 150 151
21.8 162 165 166
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Tabla 6. Colesterol medido en grupo control

CONTROL

Peso inicial (g) Colesterol (mg/dl)

] Dia 0 Dia 30 Dia 60 ifieeiEEEe])
22.6 170 177 186 9.41%

21 168 181 194 15.48%
20 164 174 186 13.42%
20 167 178 189 13.17%
22.6 159 171 187 17.61%
“ 19.7 156 166 177 13.46%

Tabla 7. Colesterol medido en grupo de estudio

ESTUDIO

Peso inicial (g) Colesterol (mg/dl)

] Dia 0 Dia 30 Dia 60 fflcolesiEme]
22,5 150 162 183 22%

23 165 174 181 9.7%
21.5 164 173 182 10.93%
22.8 167 178 191 14.37%
24.7 170 181 197 15.88%
“ 25.6 155 167 179 15.48%

De entrada puede observarse que los valores iniciales de colesterol en los grupos experimentales no
se encuentran dentro del rango minimo establecido por la bibliografia, pero consideramos que al ser estas
pruebas preliminares donde nos enfocamos mas a estandarizar la metodologia que a los resultados en si,
trabajar con estas unidades experimentales no influiria en el desarrollo experimental ni en los resultados
oficiales de las pruebas a futuro, ademas nos permitiria evaluar los valores maximos de colesterol en la
sangre que los ratones podrian alcanzar realmente, asi como ofrecer un panorama de lo que esperamos
lograr al momento de realizar las pruebas pertinentes ya estandarizadas.

En la Tabla 5 se aprecia cémo la concentracion de colesterol en la sangre de los ratones se mantiene
estable y sin aumentar considerablemente, lo cual es normal debido a la dieta balanceada que se les
suministrd; todo lo contrario a lo observado para los grupos control (Tabla 6) y estudio (Tabla 7), donde los
niveles de colesterol en la sangre aumentaron considerablemente gracias al alimento hiperlipidico, lo cual era
de esperarse, lo que nos lleva a considerar ademas a estos dos grupos como ratones hipercolesterolémicos.

9.2. PRUEBA DE EFECTO SOBRE BACTERIAS NATIVAS

El agar MRS fue desarrollado por Man, Rogosa y Sharpe para proveer un medio que pudiera
evidenciar un buen crecimiento de lactobacilos y otras bacterias acido lacticas. El medio de cultivo permite un
abundante desarrollo de todas las especies de lactobacilos. La peptona y glucosa constituyen la fuente de
nitrégeno, carbono y de otros elementos necesarios para el crecimiento bacteriano. El monoleato de sorbitan,
magnesio, manganeso Yy acetato, aportan cofactores y pueden inhibir el desarrollo de algunos
microorganismos. El citrato de amonio actia como agente inhibitorio del crecimiento de bacterias Gram
negativas. Las colonias que crecen en este medio son generalmente pequefas, blanco-grisaceo, lisas o
rugosas (Britania, M.R.S. agar, 2014).

El agar nutritivo es un medio de cultivo utilizado para propdsitos generales, para el aislamiento y
recuento de microorganismos con escasos requerimientos nutricionales. Su uso esta descripto en
procedimientos para el andlisis de alimentos, aguas y otros materiales de importancia sanitaria. Medio de
cultivo nutritivo no selectivo, en el cual la pluripeptona y el extracto de carne constituyen la fuente de carbono,
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nitrégeno y aportan nutrientes para el desarrollo bacteriano. El agregado de cloruro de sodio mantiene el
balance osmoético y el agar es el agente solidificante. Puede ser suplementado con sangre ovina desfibrinada
estéril para favorecer el crecimiento de microorganismos exigentes en sus requerimientos nutricionales y
permite una clara visualizacion de las reacciones de hemdlisis. Se puede observar un crecimiento satisfactorio
de enterobacterias, estafilococos y estreptococos, tipicos del TGI.

Antes de realizar las siembras correspondientes se decidié primero observar el la morfologia por
separado, sembrando en agar MRS 100pL de solucién probiética 10° UFC/mL y en agar nutritivo 100uL de la
disolucién de heces de ratones del grupo testigo, para una vez identificadas las colonias se procediera a
sembrar las heces de los grupos testigo y estudio en agar nutritivo, ya que en agar MRS las bacterias nativas
eran inhibidas. En la lectura de las cajas sembradas se seleccionaron aquellas placas donde aparecieron
entre 25 a 250 UFC para disminuir el error en la cuenta, esto de acuerdo a la Norma Oficial Mexicana NOM-
092-SSA1-1994, Bienes y Servicios. método para la cuenta de bacterias aerobias en placa; por lo que al final
se trabajé con las diluciones de de 10 10°y 10°.

Se observaron dos tipos de colonias de bacterias. Las mas grandes son colonias circulares, de 2mm
de diametro en promedio, superficie lisa, elevadas, de borde continuo, color blanca brillosa; la apariencia
coincide con la morfologia de las BAL sembradas en Agar MRS. Las colonias mas pequefias son circulares,
de 1mm de didmetro aproximadamente, lisas, elevadas, de borde continuo, color blanco transparente, las
cuales se asumen son las bacterias que habitan el TGI de los ratones.

Se pudo observar que el crecimiento de las bacterias nativas es menor que el de las BAL, sin
embargo esto puede deberse en parte a las condiciones asépticas en que son criados y alimentados los
roedores, lo que potencializa el crecimiento de las bacterias que nosotros administramos a través de las dosis
de probidtico.

Dado que esta prueba se realiza a la par que la prueba de colesterol, no se han realizado los
muestreos suficientes para realizar mas comparaciones que permitan establecer si existe un efecto real sobre
el crecimiento de las BAL en relaciéon a las bacterias nativas del TGlI, lo cual resulta de interés como se
menciond en el marco tedrico, ya que es necesario determinar si las BAL son capaces o no de colonizar
satisfactoriamente el TGI.

Figura 10. Agar Nutritivo inoculado con heces dilucién 10
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9.3. ESTABLECIMIENTO EN LA REGION INTESTINAL

Se observo crecimiento de microorganismos en las cajas sembradas con la suspension del macerado
de intestino y colon obtenidas de los roedores alimentados con dosis de probidticos, cuya morfologia coincide
con la de BAL (colonias circulares, de 2mm de diametro en promedio, superficie lisa, elevadas, de borde
continuo, color blanca brillosa), lo cual indica que efectivamente las bacterias administradas no solo llegaron
en concentraciones que permitieran su supervivencia, sino que ademas fueron capaces de establecerse y
colonizar en el TGl de los roedores. Para las cajas sembradas con heces de ratones que no fueron
alimentados con las dosis de probidtico no se observé crecimiento de colonias, pues como ya se explico
anteriormente, las bacterias nativas son inhibidas en este agar, pues es un medio selectivo apropiado para el
aislamiento y recuento de lactobacilos y otras bacterias &cido lacticas.

Figura 11. Agar MRS con BAL establecidas en el TGl de ratones de estudio

Adicionalmente se observé de los segmentos de intestino diseccionados que algunos roedores
presentaban inflamacién leve y gasificacion, sin embargo se consideraron como casos aislados dado que
fueron pocos los ratones que presentaron esta caracteristica, pudiendo deberse a un efecto secundario del
estrés al que fueron sometidos diariamente durante la administracion de dosis oral del probidtico.

Figura 12. Segmento de intestino de ratones de estudio
9.4. PRUEBA DE TOXICIDAD

Para este experimento se tomaron en cuenta el peso, comportamiento y consumo de agua y alimento
como factores para evaluar la toxicidad de la BAL administrada (Zhou et al. 2000).

No se observaron variaciones en el comportamiento de los roedores conforme transcurrio el
experimento (infecciones estomacales, patrones de conducta agresiva y/o pasiva, micciones, etc.) ni tampoco
muertes.
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Tabla 8. Peso promedio de los roedores de cada grupo experimental

PESO (g)

] DIA 0 SEMANA 1 SEMANA 2 SEMANA 3

355 35.9 36.5 37.0
Alimentados con 34.0 33.3 31.8 31.3
10"° UFC/mL*dia

Alimentados con 33.9 32.6 32.2 32.0

10° UFC/mL*dia
Alimentados con 33.6 32.4 31.6 31.3
108 UFC/mL*dia

37 /
36 ‘/k

=¢==CONTROL
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Q 33 =i-10710

a 32 =/ =fe=10"9
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Grafica 13. Comportamiento del peso de los ratones

No se observaron variaciones en el peso que indiquen algun trastorno relacionado con intoxicacion,
pero si es importante sefialar que la administracion oral de las dosis produce estrés en los ratones de estudio,
lo cual puede ser un factor que influya en los pesos registrados. Lo ideal seria repetir el experimento
induciendo estrés en el grupo control suministrandole agua de la misma manera en que se suministra las
dosis en los grupos de estudio para corroborar lo anterior.

Por otro lado, se registré el consumo de alimento y agua durante 3 semanas y se realizo el grafico
correspondiente al consumo semanal de agua y de alimento, observandose que la administracion del
probidtico no influyé de manera negativa en su consumo:

Tabla 9. Consumo de alimento

PESO (9) |

] SEMANA 1 SEMANA 2 SEMANA 3
2257 22.85 23.57

Alimentados con 20.57 19.28 21.72

10'° UFC/mL*dia

Alimentados con 20.42 20 21.28

10° UFC/mL*dia

Alimentados con 20.71 21 22.57

10® UFC/mL*dia
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PESO (g)
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Tabla 10. Consumo de agua

Grafica 2. Consumo de alimento

VOLUMEN (mL) |

] SEMANA 1 SEMANA 2 SEMANA 3
CONTROL 31.86 30 34.86
32.71 31.86 33.14
35.29 33.57 31.14
33.43 32.43 35.29
36
35 -
34 —
T 33 1 | i CONTROL
g 32 1 1070
g 31 -
3 1079
9 30 -
29 - 1078
28 -
27 -
SEMANA 1 SEMANA 2 SEMANA 3

Grafica 3. Consumo de agua

Finalmente se observd y registrd el peso de bazo e higado. No se apreciaron sefiales de infecciones
sistémicas ni tampoco inflamacién (Zhou et al. 2000). Los pesos se encuentran dentro de los rangos
establecidos para higado de 1.23g + 0.108 y bazo de 0.33g + 0.090, reportados para ratones saludables.
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Tabla 11. Peso promedio de higado y bazo

BAZO HIGADO
CONTROL 0.329 1.04
0.354 1.13
0.319 1.19
0.317 1.11

9.5. PRUEBA DE TRANSLOCACION BACTERIANA

Cabe recordar que estos experimentos fueron llevados a cabo a modo de ensayo, por lo que para
esta prueba se decidi6 probar el sembrar en agar BHI en vez de agar nutritivo, pues al igual que éste, es un
medio solido muy apropiado para el cultivo de bacterias y hasta hongos, incluyendo los de dificil desarrollo.
Tampoco sembramos en agar MRS pues si bien se trata de un medio selectivo para bacterias lacticas,
decidimos probar con un medio de amplio espectro para descartar también la presencia o ausencia de
cualquier otro microorganismo en el torrente sanguineo o en los 6rganos mismos.

Es un medio muy rico en nutrientes, que proporciona un adecuado desarrollo microbiano. La infusion
de cerebro de ternera, la infusién de corazén vacuno y la peptona, son la fuente de carbono, nitrégeno, y
vitaminas. La glucosa es el hidrato de carbono fermentable, el cloruro de sodio mantiene el balance osmotico
y el fosfato dis6dico otorga capacidad buffer. El agar es el agente solidificante. Mantiene los mismos principios
que el caldo para el cultivo de estreptococos y otras bacterias exigentes. Con el agregado de 10% de sangre
de caballo desfibrinada, fue utilizado para el crecimiento de Histoplasma capsulatum y de hongos patdgenos.
Por tratarse de un medio que contiene glucosa, no es un agar sangre apropiado para la observacién de
reacciones de hemdlisis. Con el agregado de 20 Ul de Penicilina y 40 pg/ml de estreptomicina, se utiliza este
medio para el aislamiento de hongos patdgenos (Britania, 2014

De las cajas sembradas con la suspension del macerado de bazo e higado no se observé ningin
crecimiento de bacterias asociadas a BAL, por lo que se descarta que éstas migren a otros érganos a través
del torrente sanguineo. Se espera obtener el mismo resultado una vez se repita este experimento

llustracion 147. Agar BHI inoculado con suspension de higado y agares BHI inoculados con sangre
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CAPITULO 10
10. CONCLUSIONES

Debido a la naturaleza del proyecto, el tiempo fue insuficiente para alcanzar los objetivos trazados al
inicio. Sin embargo es importante destacar los logros que se lograron durante esta etapa de estandarizacion
de las pruebas, cuyos resultados ofrecen un panorama positivo y un adelanto de los posibles resultados que
podrian obtenerse en el futuro.

Hasta el momento, las pruebas realizadas indican que la BAL aislada de la bebida fermentada
conocida como taberna no presenta ningun riesgo para la salud, lo cual coincide en que no se han reportado
casos de intoxicacion por parte de las personas que consumen esta bebida. Las pruebas de toxicidad fueron
realizadas tomando en cuenta los criterios mas esenciales: comportamiento, peso y consumo de agua y
alimentos, asi como peso de bazo e higado y aspecto de los 6rganos en general, descartandose indicios que
llevarian a pensar en afecciones a la salud ocasionados por la bacteria. Tampoco se encontraron indicios de
translocacion al torrente sanguineo.

En cuanto a su evaluacion como reductor de colesterol en ratones Balb/c, la prueba ain sigue en
curso, por lo que no se tienen datos concluyentes, aunque como referencia podemos observar que en las
pruebas de toxicidad realizadas con los ratones CD1 a los que se les suministré el probidtico se observo una
disminucion en su peso corporal conforme el experimento transcurrid, lo cual se podria relacionar también con
una posible disminucién en la concentracion de colesterol total en la sangre, tal como lo indican algunos
estudios médicos.

También pudo corroborarse el establecimiento exitoso de las BAL suministradas en el TGI de los
roedores en concentraciones suficientes como para considerar que puedan colonizarlo e influir positivamente
en el metabolismo de éstos, sin embargo es necesario profundizar su influencia sobre las bacterias nativas y
descartar la posibilidad de transferencia de material genético a bacterias patégenas.

Tomando en cuenta los resultados obtenidos hasta ahora, que satisfacen los requerimientos
establecidos por la FAO y la OMS, se puede considerar a la BAL 03 como una alternativa para ser
implementado en la industria de los alimentos como cultivo iniciador por su actividad probidtica.
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