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RESUMEN

En el siguiente estudio se establecio la capacidad de colonizacion in vivo de
dos cepas de Lactobacillus sp. obtenidas de dos fuentes distintas, la una de
estdbmago de raton Balb — C y la otra de fermento comercial marca DANISCO.
El proposito de este estudio fue determinar si las cepas industriales pueden
colonizar el intestino de un raton en igual magnitud que las cepas intestinales.

Tanto la cepa obtenida de fermento comercial DANISCO como la aislada de
estomago de ratén Balb — C se inocularon en ratones Balb — C. Se utilizaron 15
ratones Balb — C para este estudio, en 5 de ellos se inocul6 la cepa aislada de
fermento comercial marca DANISCO, en otros 5 se inoculo la cepa obtenida de
estomago de raton Balb — C y los 5 restantes fueron utilizados como animales de
control.

Posterior a la inoculacion de las cepas en ratones Balb — C, estos fueron
sacrificados para sembrar parte de su contenido intestinal y poder corroborar si
tanto los microorganismos de la cepa aislada de fermento DANISCO como
aquellos de la cepa aislada de estobmago de raton Balb — C habian colonizado o
no el intestino de sus hospedadores.

Al finalizar el estudio se evidencié que los Lactobacillus sp. aislados de
fermento comercial DANISCO poseen menor capacidad de colonizar el
intestino de ratones Balb — C que aquellos que se aislaron del estomago de raton
Balb — C que y se inocularon en los mismos ratones.
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ABSTRACT

The following research established the capability of colonization of two
different strains of Lactobacillus sp., one of them was obtained from the
stomach of a Balb — C mouse and the other one was isolated from a commercial
ferment DANISCO. The propose of this research was to determine if a
commercial strain has the same capability to colonize the gut of a Balb — C
mouse than the intestinal strains.

The commercial strain and the one isolated from the stomach of a Balb — C
mouse were inoculated in Balb — C mice. Fifteen Balb — C mice were used in all
the research, the commercial strain was inoculated in 5 of them, the strain
isolated from the stomach of the Balb — C mouse was inoculated in 5 ice and the
last five mice were used as animals of control.

After the inoculation of both strains in Balb — C mice the animals were
sacrificed to sow part of the content of their gut so that it can be possible to see
if the microorganisms of the commercial strain and those of the strain isolated
from the stomach of a Balb — C mouse have or not colonize the gut of their host.

The study showed that the Lactobacillus sp. isolated from a commercial
ferment have reduced ability to colonize the intestine than those which were
isolated from the stomach of a Balb — C mouse and were inoculated in Balb — C
mice.
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1. Introduccion

Las infecciones intestinales son un grave problema de salud publica en
paises en desarrollo como Ecuador. El sindrome diarreico sistémico, es el
responsable de 10 millones de muertes anuales en Africa, Asia y Latinoamérica. Las
bacterias patdgenas causantes de diarrea mas comunes son Escherichia coli,
Salmonella sp, Shigella sp, Vibrio colerae, a las que se debe sumar virus y parasitos.

(Ordofiez 1985).

Se sabe que las bacterias de la flora intestinal constituyen una barrera
protectora contra infecciones y se ha sugerido que el aumento de estas bacterias en
el intestino podria fortalecer la misma. Los alimentos funcionales tienen el
proposito de incrementar la flora intestinal para reforzar la barrera protectora contra
bacterias patogenas, algunos de estos alimentos estan enriquecidos con probidticos
(bacterias lacticas similares a las que existen en el intestino delgado) (Eckburg

2005).

Se ha sugerido que los alimentos funcionales podrian constituir una
alternativa para la prevencion de infecciones intestinales ya que el costo de los

mismos es relativamente accesible para toda la poblacion (Ordofiez 1985).

Para que un probiotico sea efectivo, es necesario que se adhiera a la mucosa

intestinal. Hasta la actualidad no se ha comprobado la adhesion de muchos



probioticos al intestino ni su colonizacion por largos periodos de tiempo (Berg

1998).

1.1. Los Probioticos

Segun Fuller, citado por Collins 1999, un probiodtico es un alimento que
contiene microorganismos vivos que benefician al hospedador ayudando a
mantener un balance microbiano en su intestino. Este tipo de alimentos incluyen
leches fermentadas como yogurt, asi como cualquier otro tipo de alimentos que se
hayan elaborado con microorganismos. Generalmente los microorganismos que se
utilizan para elaborar estos alimentos son todos aquellos que producen acido
lactico, entre los cuales cabe mencionar a los Lactobacillus y las bifidobacterias

(Collins 1999).

Un probiodtico es considerado también como un microorganismo no patégeno
que cuando se ingiere continuamente logra colonizar el intestino del hospedador
rapidamente pudiéndose observar cambios beneficiosos en la salud del mismo

(Novak 2006).

Los probidticos han sido sujetos de un sinnumero de estudios con el fin de
evaluar la posibilidad de utilizarlos con fines terapéuticos. Se los ha descrito como
un agente bioterapéutico, el cual se podria utilizar para inhibir la colonizacién de un

microorganismo patéogeno en el tracto intestinal (D’ Souza 2002). Este tipo de



microorganismos en ciertos alimentos protegerian de un sinnumero de problemas de
salud, no so6lo de tipo infeccioso sino también problemas autoinmunes e

inflamatorios (Batista de Morais 2006).

Para que un microorganismo sea considerado como probioético debe cumplir
con las siguientes caracteristicas:
- Ser de origen humano
- No ser patogeno
- Ser resistente a los acidos del intestino y la bilis
- Tener las caracteristicas para sobrevivir en el tracto intestinal
- Tener la capacidad de influir en las actividades metabdlicas (Batista de Morais
2006)
- Provocar un efecto beneficioso en el hospedador
- Contener un alto numero de células viables
- Permanecer viable durante su almacenamiento y uso, una vez que se haya

elaborado el producto final (Collins 1999)

Actualmente los probidticos son considerados como una terapia
complementaria para combatir a aquellas bacterias patdgenas, inclusive son
utilizados contra aquellos microorganismos que han desarrollado resistencia a los

antibidticos (Berg 1998).



1.2. Beneficios de los Probioticos

A los probioticos se les atribuye las siguientes propiedades, entre las mas
importantes constan:

- Aliviar los sintomas de la intolerancia a la lactosa

- Incrementar las defensas del organismo contra infecciones
intestinales

- Disminuir los niveles del colesterol sérico

- Ayudar en el proceso de la digestion

- Estimular la inmunidad gastrointestinal

- Prevenir la colonizacion del intestino por patogenos

- Reforzar la barrera epitelial

- Disminuir el riesgo de infecciones intestinales causadas por
rotavirus (Collins 1999)

- Estimular la produccion de linfocitos y anticuerpos

- Incrementar el sistema inmune por medio de efectos adyuvantes

(McCracken 1999)

1.3. Probioticos de los Alimentos Funcionales

Los probioticos mas utilizados en la elaboracién de leches fermentadas para
el consumo humano son aquellos que pertenecen a los géneros Lactobacillus o

Bifidobacterium, estos géneros son utilizados bien en conjunto o cada uno por



separado. Hay estudios en los que se menciona que otros géneros no patdgenos
como Escherichia, Enterococcus y Bacillus y otro tipo de organismos vivos como
levaduras del género Sacharomyces han sido utilizados para la elaboracién de
alimentos funcionales (Swajewska 2006). Sin embargo se ha comprobado que
aquellos probidticos que tienen un mayor y mejor efecto en la salud intestinal

humana son aquellos de origen humano (Parracho 2007).

Hay dos microorganismos de los que no se tiene certeza si deberian o no ser
considerados como probidticos, estas bacterias son los Lactobacillus bulgaricus y
los Streptococcus thermophilus, los cuales son y han sido utilizados a través de los
afios para la elaboracion de yogurt. Se desconoce si son o no beneficiosos en el
intestino del hospedador debido a que no poseen las caracteristicas necesarias para
poder resistir a las condiciones del estbmago humano, pues por lo general no logran

llegar hasta el intestino (Swajewska 2006).

Hay que tener en cuenta que para que estos alimentos sean efectivos, se
requiere de un minimo de unidades formadoras de colonias (UFCs) de probioticos.
Sin embargo hasta el momento no se ha encontrado una dosis exacta en ninglin
estudio realizado. Algunos fabricantes de productos naturales recomiendan una
dosis diaria de cinco mil millones de probiodticos durante 5 dias, esto es para
aquellos probioticos que han sido recetados. Para obtener resultados a nivel
terapéutico ingiriendo este tipo de microorganismo se recomienda una dosis diaria

de entre 10° a 10° UFCs por dia. A pesar de que estas dosis minimas son las



sugeridas, se requiere de una investigacion completa que determine la dosis exacta
para la administracion de este tipo de microorganismos (Swajewska 2006). Algunos
autores sugieren que si se quiere observar un efecto positivo en infantes para
prevenir diarreas o alergias es necesario que se les empiece a suministrar estos
microorganismos lo mas temprano posible, a medida que su microflora empieza a
incrementarse, con el fin de que los mismos se puedan establecer en su intestino y

lleguen a ser parte del mismo (Batista de Morais 2006).

1.4. Los Probioticos en el Intestino

1.4.1. Origen Natural de los Probioticos

El intestino fetal es estéril, este empieza a colonizarse a partir del parto
vaginal en donde el feto tiene contacto con las bacterias vaginales y las de la flora
intestinal de la madre. Aquellos nifios nacidos por cesarea inician la colonizacion de
su tracto intestinal al momento en que se alimentan con leche materna por primera
vez. Aquellos bebes que son alimentados con leche materna tienen en su microflora
al menos un 90% de Lactobacillus sp. y Bifidobacterium, mientras que aquellos que
son alimentados con formulas tienen Unicamente entre un 40% a 60% de dichos
microorganismos en su intestino (Batista de Morais 2006).

Adicionalmente es necesario mencionar que en el tracto intestinal existe una
gran variedad de bacterias (mas de 1000 especies distintas) que ayudan a prevenir
que microorganismos patogenos lo colonicen. Ademads en el intestino se cuenta con

barreras como la acidez, movimientos peristalticos y la eliminacion de



microorganismos extrafios por medio de la mucosa intestinal. Este tipo de
mecanismos de defensa ayudan en muchas ocasiones a combatir la colonizacién de

microorganismos patégenos (McCraken 1999).

1.5. El Género Lactobacillus

Las bacterias del género Lactobacillus son microorganismos que por lo
general se los puede encontrar en el intestino delgado y la vagina de los seres
humanos. Algunas bacterias de este género son consideradas benéficas debido a que
producen vitamina K, lactasa y sustancias antimicrobianas como acidolina,
acidolfina, lactocidina y bacteriocina, las cuales ayudan a combatir y prevenir
infecciones en sus hospedadores (Ried 2004).

Las bacterias del género Lactobacillus son los microorganimos mas
utilizados como probidticos de consumo humano, debido a que se los considera
seguros por el hecho de que han sido utilizados durante varios afios (Berg 1998). Se
ha reportado que Lactobacillus casei GG (aislado de heces humanas) ayuda a una
recuperacion mas rapida de ciertos tipos de diarrea, incluyendo aquellas diarreas

inducidas por un mal uso de antibidticos o por Rotavirus (McCracken 1999).

Debido a la gran incertidumbre que existe en el mundo sobre la eficacia de
los probidticos para colonizar el intestino se decidio realizar este estudio con el fin
de poder corroborar si los probiodticos utilizados, sobre todo, en fermentos

comerciales para la elaboracion de yogurts u otros alimentos funcionales son 6 no



capaces de realizar colonizaciones in vivo sobreponiéndose al ambiente hostil del

tracto intestinal de un ser vivo.

2. Objetivo General

- Comparar la capacidad de colonizacion intestinal de dos cepas de Lactobacillus

sp. aislados de fermentos lacticos y de estdmago de raton.

3. Objetivos especificos

- Aislar dos cepas distintas de Lactobacillus sp., una de fermento comercial, YO -
MIX marca DANISCO, y otra del estdmago de raton con el fin de comparar su

capacidad de colonizacion in vivo.

- Obtener colonias mutantes de las dos cepas de Lactobacillus sp. resistentes a la
rifampicina para poder recuperarlas e identificarlas con mayor facilidad luego de

su inoculacidn en ratones.

- Determinar el numero de Lactobacillus sp. resistentes a la rifampicina aislados
de estdbmago de raton y de fermento comercial marca DANISCO que crecen en

el intestino delgado.



4. Justificacion

Existen varios estudios que han postulado los beneficios y los multiples usos
que pueden tener las bacterias acido lacticas como probidticos en la salud humana.
Existen ya varios productos que contienen bacterias acido lacticas que han sido
estudiados demostrando su efectividad para beneficiar la salud humana. Los
productos que contienen este tipo de microorganismos se comercializan en
presentacion liquida (yogurt) o en polvo (leches), también a manera de granulados o
tabletas (Lin 2006). En la actualidad es necesario estudiar el mecanismo de accion
mediante el cual los probidticos benefician a la salud humana debido al incremento
de enfermedades de caracter infeccioso, autoinmunes y alergias. Como se menciond
anteriormente existe la expectativa de que estos microorganismos sean a futuro una
alternativa inclusive contra aquellas bacterias que desarrollan resistencia a los
antibioticos.

El interés por encontrar un tratamiento contra procesos infecciosos ha
llevado a explorar la posibilidad de incrementar la microflora  con
microorganismos exogenos, como probioticos, con el fin de prevenir o controlar
procesos infecciosos intestinales. Se ha sugerido también la posibilidad de modificar
la microflora con el propésito de aumentar la proporcion de microorganismos que
se conoce tienen efectos benéficos. (Batista de Morais 2006).

Sin embargo hasta el momento no ha sido posible tener un conocimiento del

mecanismo de accion de los probidticos in vivo, por lo que no es posible realizar
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una acertada seleccion de las mejores cepas y especies que puedan beneficiar a la
salud humana (Berg 1998).

En la actualidad existe mucha expectativa sobre la eficacia de los probidticos
in vivo. Sin embargo hasta el momento no ha sido posible comprobar la adhesion de
estos microorganismos al intestino humano ni su capacidad para colonizarlo. Con la
finalidad de conocer si estos microorganismos tienen o no la capacidad para
colonizar el intestino al igual que las cepas intestinales se hizo la presente

investigacion.

5. Area de Estudio

Esta tesis fue realizada en el Laboratorio de Microbiologia de la Universidad
San Francisco de Quito, Colegio de Ciencias Bioldgicas y Ambientales, Cumbaya —
Ecuador desde abril del 2008 hasta enero del 2009. Las cepas de Lactobacillus sp.
estudiadas se aislaron del estbmago de un ratén y de un fermento comercial marca

DANISCO.

6. Materiales, Reactivos y Equipos

6.1. Material

Se utilizaron dos diferentes cepas de Lactobacillus sp. para este estudio. Una
se aislo del estdmago de un raton y la segunda se obtuvo de un fermento comercial

DANISCO.



6.1.1. Obtencion de Lactobacillus sp. del Estomago de Raton

- Ratén Balb - C

- Kit de diseccion

- Alcohol al 90%

- Solucién Nutricia (Ver ANEXO 1)
- Agar MRS marca DIFCO

- Incubadora marca LAB LYNE IMPERIAL II INCUBATOR

6.1.2. Obtencion de Lactobacillus sp. de Fermento Comercial
DANISCO

- Fermento Comercial marca DANISCO
- Leche estéril
- Agar MRS marca DIFCO

- Bano Maria marca BLUE M

6.2. Identificacion Cepas de Lactobacillus sp.

6.2.1. Kit para Tincion Gram

- Cristal Violeta
- Lugol

- Solucién Decolorante de Alcohol — Cetona en proporcion 1:1

11



- Safranina
- Aceite de Inmersion

- Microscopio marca LEICA SMF

6.3. Aislamiento de Cepas de Bacilos Gram Positivos

- Cepas que contengan bacilos Gram positivos

- Agar MRS marca DIFCO

6.4. Antibiogramas

- Discos de Rifampicina

- Discos de Gentamicina

- Discos de Ciproflxaxina

- Discos de Eritromicina

- Discos de Clindamicina

- Discos de Trimetroprim Sulfametoxasol

- Discos de Cefoxitina

6.5. Obtencion de Lactobacillus sp. Mutantes Resistentes a la
Rifampicina (Ra)

- Rifampicina

12



- Etanol
- Agar MRS marca DIFCO

- Caldo MRS marca DIFCO

6.6. Conteo de Lactobacillus sp.

6.6.1. Elaboracion de Diluciones

- Solucién Salina al 0,9%

- Tubos de Ensayo Estériles

6.6.2. Montaje de Diluciones en Camara Petroff Hauser

- Micropipetas
- Dilucién 107 de Lactobacillus mutantes resistentes a la Rifampicina

- Camara Petroff Hauser

6.6.3. Conteo de Lactobacillus sp.

- Microscopio de campo obscuro marca OLYMPUS

- Camara Petroff Hauser

13
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6.7. Inoculacion de Lactobacillus sp. Mutantes Resistentes a la
Rifampicina Aislados de Fermento Comercial y de estomago de
Raton en Ratones Balb — C.

- 15 Ratones Balb - C

- Micropipetas

- Dilucién 107 de Lactobacillus sp. mutantes resistentes a la Rifampicina aislados
de Fermento Comercial DANISCO

- Dilucion 107 de Lactobacillus sp. mutantes resistentes a la Rifampicina aislados

de intestino de raton

- Dilucion 107 de caldo MRS marca DFCO con 75pug/ml de Rifampicina

6.8. Sacrificio y Siembra del Contenido Intestinal de Ratones

- Cloroformo
- Alcohol al 90%

- Agar MRS marca DIFCO con Rifampicina

7. Metodologia

7.1. Obtencion de Lactobacillus sp. del Estomago de Raton y de
Fermento Comercial DANISCO

7.1.1. Obtencion de Lactobacillus sp. del Estomago de Raton
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Los Lactobacillus sp. fueron aislados del estbmago de un raton. Para esto se
sacrificd un raton utilizando cloroformo. Posteriormente se limpio el abdomen del
animal con alcohol y se procedi6 a abrirlo con la ayuda de una tijera y pinzas. Una
vez abierto el abdomen del raton se identifico el intestino del mismo, del cual se
cortd un pedazo de 3 cm aproximadamente y se lo coloco en un tubo de ensayo con
solucion nutricia. La muestra de intestino fue incubada durante 24 horas a 37°C.
Luego de la incubacioén se realizd un hisopado del caldo de la solucion nutricia en 4

placas con agar MRS las cuales fueron incubadas durante 24 horas mas a 37°C.

7.1.2. Obtencion de Lactobacillus sp. de Fermento Comercial
marca DANISCO

Los microorganismos presentes en el fermento comercial de DANISCO
estan liofilizados, por lo tanto antes de realizar su aislamiento se los debe restituir
utilizando leche previamente esterilizada. Por cada 500 mL de leche se colocaron
0,023 g de fermento DANISCO. Esta mezcla se incub6 en bafio maria (37°C) con
agitacion constante durante 12 horas. Posterior a la incubacién se procedid a
sembrar la mezcla anterior en 4 placas petri con agar MRS, para esto se empapo un
hisopo estéril con la mezcla y se sembro la mezcla, estas placas fueron incubadas

durante 24 horas en ausencia de oxigeno dentro de una jarra gas pack a 37°C.
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7.1.3. Aislamiento de Cepas de Bacilos Gram Positivos

Luego de las 24 horas de incubacion, tanto del intestino de raton como de la
mezcla del fermento DANISCO se procedio a realizar tinciones Gram de las
colonias puntiformes con el fin de aislar todas aquellas en las que se podian
observar bacilos Gram positivos.

Para realizar la tincion Gram primero se fijo parte de la muestra en un
portaobjetos, para esto se coloco una gota de agua destilada en el medio de la placa,
posteriormente se tomd un poco de muestra de una de las colonias de interés, una
vez mezclada la muestra con el agua destilada se fij6 la misma al calor, teniendo la
debida precaucion para evitar que la muestra se sobrecaliente.

Posteriormente se colocd cristal violeta por un minuto sobre la muestra,
luego del minuto se enjuagd la placa con agua evitando que el chorro caiga
directamente sobre la muestra. Se sec6 la placa con cuidado y sin topar la muestra,
se procedid a colocar lugol sobre la misma y se esperé un minuto, luego se lavo la
placa nuevamente, se la seco y se procedio a colocar alcohol cetona sobre la misma.
Una vez colocado el alcohol cetona se enjuagé la placa y se coloco safranina sobre
la muestra durante 30 segundos, posteriormente se enjuagd la placa y se dejo secar
completamente.

Una vez realizada la tincion Gram se observaron las muestras en el
microscopio, para esto se colocd una gota de aceite de inmersion en cada una de las
placas, las cuales se observaron con un aumento de 100X. Todas aquellas colonias

que contenian bacilos Gram positivos fueron sembradas, por duplicado, en placas
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petri con agar MRS e incubadas en anaerobiosis repetidas veces (de 3 a 4) hasta que

se logr6 obtener un cultivo denso de Lactobacillus.

7.3. Antibiogramas

Los antibiogramas fueron realizados en agar MRS debido a que en ningun
otro medio habia crecimiento de Lactobacillus sp. En las pruebas se utilizaron 7
distintos antibioticos (gentamicina, ciprofloxaxina, eritromicina, clindamicina,
trimetroprim sulfametoxasol, cefoxitina y rifampicina) con la finalidad de ver la

resistencia y sensibilidad de las cepas a los mismos.

7.4. Obtencion de Lactobacillus sp. Mutantes Resistentes a la
Rifampicina (Ra)

7.4.1. Elaboracion de la Solucion con Rifampicina

Se diluyeron 0,34 gramos de rifampicina en 10 mL de etanol, con el fin de
obtener una solucion stock (34mg/mL) una vez homogenizada la muestra se
colocaron 662 plL de la misma en 300 mL de agar MRS para obtener una

concentracion de 75 pg/mL de rifampicina en el medio de cultivo.
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7.4.2. Obtencion de Cepas Mutantes Resistentes a la
Rifampicina Aisladas del Estomago de Raton y de Fermento
Comercial Marca DANISCO

Se realiz6 un lavado con 200 pL de caldo MRS de aquellas placas petri con
mayor densidad de colonias bacterianas puntiformes de bacilos Gram positivos.
Posteriormente se tomaron 150 pL del lavado y se los sembro, por duplicado, en
placas petri que contenian agar MRS + 75ug/mL de rifampicina con la finalidad de
obtener mutantes espontdneos resistentes a dicho antibidtico. Estas cajas fueron
incubadas durante 48 horas en ausencia de oxigeno a 37°C.

Luego de las 24 horas de cultivo se realiz6 una tincion Gram con el fin de
corroborar que las bacterias que habian crecido en el medio con antibidtico eran las
mismas que fueron inoculadas anteriormente. Estas colonias fueron cultivadas en

MRS + 75 pg/ml de rifampicina para obtener una mayor poblacion de las mismas.

7.5. Conteo de Lactobacillus sp.

7.5.1. Administracion de Lactobacillus sp. a Ratones

Para realizar el conteo de microorganismos viables/mL de muestra se
realizaron lavados de las placas petri con 1000 pL de caldo MRS de los cuales se
tomaron 10 pL para sembrarlos en 9 mL de caldo MRS con 75 pg/mL de
rifampicina, los cuales fueron incubados durante 24 horas a 37°C.

Posteriormente se procedio a realizar diluciones de dichos cultivos con el fin

de facilitar el conteo de los microorganismos. Las diluciones se realizaron
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colocando 1 mL de cultivo en 9 mL de solucién salina al 0,9%, la primera dilucion
tenia una concentracion de 10 ™', al colocar 1 mL de la primera dilucion en 9 mL de
., . ., 2 .y ’
solucidon se obtuvo una dilucion 107, esto se realizd una vez mas para obtener una
. ., 3 y 1. . .y ,
diluciéon 10™. De esta ultima dilucion se colocaron 10 pLL en una cadmara de conteo
Petroff Hauser y se coloco un cubreobjetos sobre la misma; posteriormente se
realizo el conteo en un microscopio de campo obscuro, cada una de las muestras se
contd por triplicado con el fin de obtener un promedio de los microorganismo

viables de las mismas.

7.6. Colonizacion de Intestinos de Raton

Cinco ratones fueron alimentados con Lactobacillus sp. mutantes resistentes
a la rifampicina obtenidos del estdbmago de raton, cinco mas se alimentaron con
Lactobacillus sp. mutantes resistentes a la rifampicina aislados de fermento
DANISCO y cinco mas, que fueron utilizados como control, fueron alimentados con
caldo MRS + 75 pg/mL de rifampicina. Cada uno de los ratones fue alimentado con

una dilucién 107 de cada una de las muestras.

La administracion de bacterias a los ratones se la realizd luego de dejar a los
mismos durante 1 hora sin agua con el fin de que ingieran todo el liquido que se les
dio. Se administr6 1 mL de muestra en una dilucion de 10~ en la cual habia una
concentracion de 1,4 x 10" microorganismos/mL de solucion para el caso de los

Lactobacillus sp. aislados del estomago de raton y una de 1,86 x 10"
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microorganismos/mL de solucion para el caso de los Lactobacillus sp. aislados de
fermento comercial DANISCO, los cuales les fueron administrados en alicuotas de

100 pL cada media hora como se observa en la Figura 1.

7.7. Sacrificio y Siembra del Contenido Intestinal de Ratones

Se sacrificaron los quince ratones alimentados con el fin de poder sembrar
parte de su contenido intestinal. Se abrid el abdomen de los ratones para identificar
el intestino de los mismos, el intestino se cortd en el medio con la finalidad de poder
obtener parte del contenido del mismo y sembrarlo, por duplicado, en pacas petri
con agar MRS + 75 ng/mL de rifampicina, la muestra del contenido intestinal fue
extendida utilizando hisopos estériles. Dichas placas petri fueron selladas con

parafilm y se incubaron en gas packs durante 48 horas a 37°C.

8. Resultados

8.1. Obtencion de Lactobacillus sp.

Se realizaron cultivos en varios medios, sin embargo el crecimiento de
Lactobacillus sp. aislados del estbmago de raton se observd Unicamente en la
solucion nutricia (ver ANEXO 1) y posteriormente parte de la poblacion bacteriana

que se desarrollo en dicho medio present6 crecimiento en agar MRS.
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En el caso de los Lactobacillus sp. aislados de fermento comercial
DANISCO, se pudo observar crecimiento en varios medios de cultivo,

presentandose una mayor poblacion en agar MRS.

8.2. Identificacion de Lactobacillus sp.

Para poder verificar si las colonias que presentaban crecimiento en MRS
pertenecian o no al género Lactobacillus se realizaron tinciones Gram, ademas
dicho medio es especifico para los mencionados microorganismos. Luego de
realizar las tinciones fue posible observar al microscopio bacilos Gram positivos tal

como lo muestra las Figuras 2 y 3.

8.3. Antibiogramas

Los Lactobacillus sp. aislados del estomago de raton presentaron
sensibilidad a la rifampicina, con un halo de 3,8 cm. Mientras que los Lactobacillus
sp. aislados de fermento comercial DANISCO presentaron sensibilidad a la
rifampicina con un halo de 3,5 cm como se indica en la Tabla 1 y en las Figuras 4 y

5.



22

8.4. Obtencion de Lactobacillus sp. Mutantes Resistentes a la
Rifampicina (Ra)

El crecimiento de los Lactobacillus sp. se observd a las 48 horas de
sembrarlos en MRS con 75 pg/mL de rifampicina. Posterior al crecimiento se
corroboraron dichos resultados al sembrar los mutantes resistentes a la rifampicina
en MRS, colocando tinicamente un disco de rifampicina en el medio de la placa
petri, el crecimiento de estos fue abundante y no se observo halo lo cual se pude

corroborar en las Figuras 6 y 7.

8.5. Conteo de Lactobacillus sp. Mutantes Resistentes a la
Rifampicina

Una vez realizado el conteo se encontr6 que la concentracion de
microorganismos/mL de cultivo era de 1,4 x 10'® microorganismos/mL de cultivo
para los Lactobacillus sp. aislados de estdbmago de raton, mientras que la
concentracion de los Lactobacillus sp. aislados de fermento comercial DANISCO
era de 1,86 x 10" microorganismos/mL de cultivo, tal como se puede ver en la tabla

2.

8.6. Siembra del Contenido Intestinal de Ratones

Luego de sembrar el contenido intestinal en MRS con rifampicina de los

quince ratones utilizados para la investigacion se observo, unicamente, crecimiento
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de levaduras en los cinco que fueron alimentados con Lactobacillus sp. provenientes
del fermento comercial DANISCO. Iguales resultados se obtuvieron de los cinco
animales que se alimentaron con caldo MRS + 75ug/mL de rifampicina. En tres de
los cinco que se alimentaron con Lactobacillus sp. mutantes aislados de estomago
de ratoén se observd crecimiento de Latobacillus sp. mutantes resistentes a la
rifampicina como lo muestran las Figuras 8 y 9, en los dos restantes, unicamente,
hubo crecimiento de levaduras como se puede observar en la Tabla 3.

Se realizo una prueba estadistica no binomial con el fin de conocer si los
resultados obtenidos se debieron o no al azar, de la cual se arrojo una probabilidad

de 0,30.

9. Discusion

La comparaciéon en el grado de colonizacion de los Lactobacillus
provenientes de intestino y aquellos de un fermento comercial sugiere que las
bacterias adaptadas al crecimiento en medios artificiales han perdido la capacidad
de colonizar o sobrevivir en condiciones intestinales. Estos resultados estan en
concordancia con la nocion de que los organismos sometidos a ambientes distintos a
los que originalmente colonizan, sufren procesos adaptativos que los hace mas
exitosos en las nuevas condiciones pero pierden la capacidad de multiplicarse en el
medio original. El proceso en el cual un organismo se adapta a un nuevo ambiente
y pierde competitividad en el medio original ocurre por mutaciones aleatorias en

genes (Remold 2001).
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De acuerdo con McCracken (2001) existen alrededor de 300 distintas
especies de microorganismos en el tracto intestinal, lo cual genera un ambiente
hostil dentro del intestino, pues la flora microbiana existente compite por nutrientes
y espacio. Para que un organismo pueda ingresar a este ambiente requiere poseer
una serie de atributos que le permita colonizar el mismo. El presente estudio
sugiere que son probablemente algunos de estos atributos los que disminuyen

durante el proceso de adaptacion a medios artificiales.

Los resultados de este estudio sugieren que la administracion de probidticos
provenientes de cultivos artificiales no tiene mayor impacto en la composicion de la
microbiota intestinal. Segun Corthésy (2007) hay cepas de probidticos que no
colonizan el intestino ni permanecen en ¢l por largos periodos por lo que el
consumo de estos debe ser permanente. Adicionalmente Dunne (2001) argumenta
que hay pocas posibilidades de que una sola cepa de probioticos tenga la capacidad
de influenciar beneficiosamente la salud intestinal del hospedador afectando

positivamente su microflora.

Los ratones fueron sacrificados luego de 5 dias de haber sido alimentados, lo
que pudo causar que los Lactobacillus sp. obtenidos del fermento de DANISCO
hayan muerto en el intestino de los mismos. Con lo cual quedaria descartada la
posibilidad de que los microorganismos presentes en el fermento sean considerados
como un probidtico, pues no se reprodujeron y no tuvieron la capacidad de

permanecer viables en el intestino, ya que segun Collins (1999), el desarrollo,
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proliferacion y colonizacion en el intestino, son caracteristicas fundamentales de un

probiotico.

10. Conclusiones

- El protocolo utilizado en esta tesis ha demostrado ser un esquema valido para
evaluar la capacidad de colonizacion de probidticos in vivo.

- Los Lactobacillus sp. aislados de fermento comercial e inoculados en ratones
Balb — C que fueron utilizados en este estudio poseen una menor capacidad para
colonizar el intestino de un ser vivo que aquellos que fueron aislados del
estdmago de raton e inoculados en ratones Balb — C.

- La prueba de estadistica realizada arrojo un valor que indica que los resultados
del presente estudio se pueden haber debido Uinicamente al azar, pues 0,30 es

una probabilidad no significativa.
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11. Recomendaciones

- La efectividad de los probioticos debe ser evaluada a mayor profundidad,
realizando més experimentos en los cuales se utilicen distintas concentraciones
de probidticos para alimentar a los animales en estudio, se los alimente mayor
nimero de veces y por distintos tiempos con el fin de observar cual de las
técnicas es la que da mejores resultados in vivo.

- Con la finalidad de obtener mayor variabilidad de resultados, se recomienda
también, realizar investigaciones con mayor numero de animales siguiendo los
mismos pasos que se han descrito en el presente proyecto.

- Se recomienda para estudios futuros comparar distintas cepas de distintos

fermentos con la cepa que se obtuvo del estdbmago de raton.
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12. Limitaciones

Una de las posibles limitaciones del estudio realizado es que las condiciones
intestinales (tejidos y microflora) de los ratones sean muy distintas a las que se
encuentran en el intestino de los seres humanos.

Otra limitacién fue el nimero de animales utilizados, sin embargo si siguen
las recomendaciones del presente trabajo y el protocolo establecido a lo largo del
mismo, se podran obtener resultados mas certeros sobre la capacidad de

colonizacion de Lactobacillus sp. de fermentos comerciales.
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13. Figuras

Figura 1. Ratén ingiriendo Lactobacillus sp.
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Figura 2. Tincion Gram de Lactobacillus sp. aislados de fermento DANISCO vistos al
microscopio
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Figura 3. Tincion Gram de Lactobacillus sp. aislados de estomago de raton vistos al
microscopio
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Figura 4. Lactobacillus sp. aislados de estbmago de raton sensibles a la rifampicina
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Figura S. Lactobacillus sp.

aislados de fermento DANISCO sensibles a la rifampicina



Figura 6. Lactobacillus sp. aislados de estomago de raton resistentes a la rifampicina
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Figura 7. Lactobacillus sp. aislados de estomago de fermento DANISCO resistentes a
la rifampicina
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Figura 8. Lactobacillus sp. recuperados del intestino de ratéon alimentado con
Lactobacillus sp. mutantes resistentes a la rifampicina aislados de estdmago de raton



Figura 9. Tincion Gram de Lactobacillus sp. recuperados de intestino de ratén
alimentado con Lactobacillus sp. mutantes resistentes a la rifampicina aislados de
estomago de raton vistos al microscopio

38



39

14. Tablas
Medida Halos (cm)
Lactobacillus sp. Fermento DANISCO 3,5
Lactobacillus sp. Estomago Raton 3.8

Tabla 1. Medida de los halos de sensibilidad a la rifampicina




UFC/mL

Lactobacillus sp. Fermento
DANISCO 1,86 x 10"
Lactobacillus sp. Estbmago Ratén 1,4x 10"
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Tabla 2. Concentracion microbiana por mL de cultivo de Lacobacillus sp. mutantes

resistentes a la rifampicina
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Nimero de Colonias por Cultivo

Original Duplicado Promedio
Ratén 1 134 198 166
Raton 2 113 78 95
Raton 3 0 0 0
Raton 4 0 0 0
Ratén 5 555 162 358

Tabla 3.Resultados de la siembra del contenido intestinal de los ratones alimentados

con Lactobacillus sp. mutantes resistentes a la rifampicina aislados de estdmago de

raton
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16. Anexos

16.1. ANEXO 1 Instrucciones para elaborar la solucion nutricia.

Preparacion de la solucion nutricia especial:

Disolver 11.5 gr de MgS0,4.7H,0, 2.8 gr de MnS0O,4.4H,0 y 0.68 gr de FeSO4.7H,0
en 100 mL de agua destilada; tomar 6 mL de la solucién y agregar a una mezcla de
6.0 gr de extracto de levadura, 2.4 gr de (NH4),H-citrato, 72 gr de KH,POyu, 24 gr de
d-glucosa y 1,2 gr de Tween, previamente disueltos en 100 mL de agua destilada.
Calentar toda la mezcla para que haya una disolucion completa de todos los
ingredientes. Agregar 60 mL de una solucion puffer acetato sédico 4 m + écido
acético con pH 5,4 a 100 mL de la solucidn nutricia, completar con agua destilada
hasta 200 mL; el pH sera entonces de 5.0. Esta mezcla, en virtud de su elevada
concentracion de acetato y de su acida reaccion, resulta autoestéril, conservandose
en nevera durante meses sin alteracion (Castillo 1997).

Calentar 185 mL de la colusion anterior a 50 °C y luego agregar a 700 mL de la
leche magra sometida a digestion tripsica, que en union de 19 gr de agar se trata en
el autoclave a 121 °C durante 20 minutos. Completar, hasta 1000 mL con leche
tripsica caliente. Distribuir en tubos de ensayo 10 mL de la mezcla y guardar los
tubos en el refrigerador (Castillo 1997).



