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1. RESUMEN

La amibiasis es ocasionada por el protozoario pardsito Entamoeba histolytica; esta
enfermedad representa un problema de salud en México y en paises en desarrollo. Para
el tratamiento de la amibiasis la droga de eleccion es el metronidazol, sin embargo, ésta
provoca diversos efectos secundarios indeseables en el paciente y se ha reportado la
resistencia de E. histolytica a esta droga. Recientemente la Organizacién Mundial de la
Salud (OMS) y de la Organizacion de Alimentos y Agricultura de las Naciones Unidas
(FAO) han recomendado la bisqueda de terapias de interferencia microbiana empleando
microorganismos probidticos. Este trabajo se suma a las nuevas investigaciones en la
busqueda de terapias de interferencia microbiana a partir de bacterias l4cticas. En esta
investigacion se determiné la fuente de carbono que proporcioné el mejor rendimiento
celular de Lactobacillus plantarum, Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus casei y
Lactobacillus casei rhamnosus para obtener los medios condicionados (MC) con cada
una de las bacterias probidticas y se comparoé la actividad de interferencia microbiana
(IM) que exhibié cada medio condicionado sobre el crecimiento axénico in vitro de
Entamoeba histolytica; y en funcién del potencial amebicida se procedié a la
caracterizacion bioquimica parcial de los metabolitos presentes en el medio
condicionado. Lactobacillus acidophilus (La) demostré una interferencia microbiana
(IM) del 96.49% sobre el crecimiento de Entamoeba histolytica HM1-IMSS. Asi como,
la obtencién del peso molecular de la proteina de 71 KDaltones (KDa). Estudios
anteriores han demostrado que las proteinas (bacteriocinas) son las responsables de la
interferencia microbiana. En el medio condicionado (MC) de La, existe la presencia de

grasas y 4cido lactico, que pueden estar actuando sobre el crecimiento de E. histolytica.

\



ABSTRACT

Amoebiasisis caused by the protozoan parasite Entamoeba histolytica; this disease is a
health problem in Mexico and in developing countries. For the treatment of amoebiasis
the drug of choice is metronidazole, however, it causes various undesirable side effects
in the patient and is reported E. histolytica resistance to this drug. Recently the WHO
and the Food and Agriculture Organization of the United Nations have recommended
the search for therapies for microbial interference by probiotic microorganisms. This
work adds to new research in the search for therapies for microbial interference from
lactic acid bacteria. In this investigation the carbon source that provided the best cell
performance Lactobacillus plantarum, Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus casei
and Lactobacillus casei rhamnosus for the conditioned media (CM) with each of the
probiotic bacteria and interference activity was determined compared microbial (IM)
that exhibited each conditioned medium on the growth in vitro axenic Entamoeba
histolytica; and depending on the potential amebicide it proceeded to partial biochemical
characterization of the metabolites present in the conditioned medium. Lactobacillus
acidophilus (La) showed a microbial interference (IM) of 96.49% on the growth of
Entamoeba histolytica HM1-IMSS. And, obtaining the molecular weight of the protein
KDaltones 71 (kDa). Previous studies have shown that proteins (bacteriocins) are
responsible for the microbial interference. In the conditioned medium (CM) of
L. acidophilus, there is the presence of fat and lactic acid, which may be acting on the

growth of E. histolytica.

Vi



2.INTRODUCCION

Se estima que el 10% de la poblaciéon mundial esta infectada por E. histolytica, lo que
representa aproximadamente 50 millones de casos de amibiasis invasora y hasta 100,000
muertes por afio, colocando a la amibiasis en el tercer lugar después de la malaria y la
esquistosomiasis en mortalidad por parésitos protozoarios. En paises con economia
emergente, el 50% de la poblacién estd infectada por E. histolytica, esta enfermedad ataca
al ser humano en cualquier edad, siendo mds frecuente en nifios y adultos jévenes (OMS
1997). En México la amibiasis es un problema de salud publica que ocupa el tercer lugar
dentro de las enfermedades infecciosas parasitarias en nifios y adolescentes. En el afio
2007 se reportaron 574,834 casos en la poblacion de nifios recién nacidos hasta los 19

afnos de edad (Villanueva y Herbas 2009).

E. histolytica existe en dos formas evolutivas: el trofozoito y el quiste. Los trofozoitos
exhiben un tamafio de 20-40 um de didmetro, son muy dindmicos, presentan seudépodos,
gran cantidad de vacuolas ricas en glucégeno y en el citoplasma se muestra un nicleo.
Los ribosomas presentes en esta fase se arreglan en hélices, los cuales tienden a agregarse
para formar barras elongadas con bordes redondeados (conocidos como cuerpos
cromatoides). Los trofozoitos representan la fase invasiva, y ademds han sido
ampliamente estudiados, (Diamond y Clarck 1993). Los quistes de E. histolytica son
esféricos u ovoides y algunas veces aparecen con bordes irregulares. Contiene
normalmente cuatro nudcleos cuando estdn maduros y raramente presentan ocho nucleos.

El estadio de quiste representa la fase infestiva (Proctor y Gregory 1973).

El tratamiento de eleccién para la amibiasis es el metronidazol, que se caracteriza por
provocar muerte selectiva de procariotes y eucariotes. Por otra parte, se ha demostrado
en algunos estudios con ratones que esta droga presenta actividad tanto mutagénica como
carcinogénica (Samarawickream et al. 1997). Sin embargo, esta droga presenta multiples

efectos secundarios indeseables en los humanos, por ejemplo:

Reacciones gastrointestinales, reacciones alérgicas, reacciones del sistema nervioso,

trastornos mentales, trastornos transitorios de la vision y hepatobiliares



(http://www.medizzine.com/pacientes/medicamentos/M/metronidazol oral.php)

(Accesado el 14 de febrero de 2018).

En los dltimos afios se han reportado una gran variedad de microorganismos resistentes a
las drogas de eleccion, entre las cuales se encuentra E. histolytica. La OMS recientemente
ha encomendado la busqueda de nuevas drogas, teniendo como punto de referencia el
empleo de microorganismos que presenten interferencia microbiana sobre
microorganismos patogenos. La FAO y la OMS han declarado que existe evidencia
cientifica para indicar el potencial de los probidticos que proporcionan beneficios a la

salud y son seguras para uso humano (FAO/OMS 2001).

Los probidticos, pueden incrementar la resistencia contra los patégenos intestinales
mediante mecanismos antimicrobianos. Estos incluyen la colonizacion competitiva y la
produccioén de 4cidos orgdnicos como el dcido lactico y acético, bacteriocinas y otros
metabolitos secundarios como el peréxido de hidrégeno y el didxido de carbono

(Kailasapathy y Chin 2000).

En multiples trabajos se ha demostrado la inhibicion del crecimiento y enquistamiento de
Entamoeba histolytica por accién de liofilizados del medio condicionado con probidticos
(Lactobacillus sp. Bifidobacterium longum y Lactococcus lactis), (Barrén Gonzalez et al.
2008). Sin embargo, hasta ahora se desconoce con certeza cual o cuéles son los factores

responsables de esta inhibicion.

Estos hechos, han permitido el gran interés de conocer la naturaleza bioquimica de los

bioderivados de probidticos frente a Entamoeba histolytica HM1-IMSS (Shaudin 1903).


http://www.medizzine.com/pacientes/medicamentos/M/metronidazol_oral.php

3. DEFINICION DEL PROBLEMA Y JUSTIFICACION

Recientemente la OMS y la FAO (FAO/OMS, 2001), han recomendado el uso de
probidticos para el desarrollo de interferencia microbiana, debido al incremento de la
resistencia desarrollada por multiples microorganismos a las drogas de eleccion; tal es el
caso de E. histolytica, la cual ha desarrollado resistencia al metronidazol por lo cual es
inminente la busqueda de nuevas drogas que no presenten efectos secundarios en el

humano.

Se ha reportado la interferencia microbiana que presentan Lactobocillus plantarum,
Lactobocillus acidophilus, Lactobocillus casei y Lactobocillus casei rhamnosus sobre el
crecimiento axénico in vitro de E. histolytica (Barrén et al. 2008). Sin embargo,
actualmente se desconocen cual o cudles moléculas estdn involucradas en actividad de
interferencia microbiana que exhiben los probidticos antes mencionados sobre
E. histolytica HM1-IMSS. Por lo cual es indispensable la caracterizacién bioquimica de
las sustancias presentes en los medios condicionados con Lactobacillus que intervienen

en la inhibicion del crecimiento de E. histolytica HM1-IMSS (Schaudinn 1903).

Los resultados obtenidos de la investigacion permitirdn elucidar la o las moléculas
involucradas en el proceso de inhibicion del crecimiento del protozoario parasito patégeno

al humano: Entamoeba histolytica HMI-IMSS.



4. HIPOTESIS

Los medios condicionados de Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus casei,
Lactobacillus casei rhamnosus y Lactobacillus plantarum exhiben interferencia
microbiana sobre Entomeba histolytica bajo condiciones axénicas in vitro, modificando

la fuente de carbono.

5. OBJETIVO GENERAL

Seleccionar la fuente de carbono dptima de cuatro cepas de Lactobacillus, que incorporada
en medios condicionados, exhiban actividad de interferencia microbiana sobre el
desarrollo axénico in vitro de Entamoeba histolytica y la caracterizacion parcial de los

metabolitos secundarios.



5.1

Objetivos particulares

a)

b)

d)

Determinar el inicio de la fase preestacionario de cuatro especies de
Lactobacillus al ser cultivadas en el medio MPT adicionado
independientemente con glucosa, lactosa, fructosa o sacarosa como fuente

de carbono.

Obtener el medio condicionado de cada especie de Lactabocillus a partir

de cada medio adicionado con glucosa, lactosa, fructosa o sacarosa.

Establecer la cinética de crecimiento de E. histolytica HM1-IMSS en el

medio MPT bajo condiciones axénicas in vitro.

Determinar la interferencia microbiana de los medios condicionados con
L. acidophilus, L. casei, L. casei rhamnosus y L. plantarum sobre el

crecimiento axénico in vitro de Entamoeba histolytica HM1-IMSS.

Caracterizar el medio condicinado con andlisis cualitativos y cuantitativos

de proteinas, acidos grasos, carbohidratos e indice de acidez total.



6. ANTECEDENTES

6.1 Generalidades de Entamoeba histolytica y amibiasis

Entamoeba histolytica es un pardsito protozoario, es causante de la amibiasis. Se ha
reportado que aproximadamente el 10% de la poblacién mundial estd contagiada. Sin
embargo, el 90% de las personas infestadas son asintomadticas. Se sabe que cada afio
a nivel mundial se presentan 50 millones de casos sintométicos y que 100,000 son
fatales. Después de la malaria y la esquistosomiasis, causada por Plasmodium sp. y
Schistosoma sp, la amibiasis por E. histolytica es considerada la tercera causa de

muerte por pardsitos protozoarios en el mundo (Kucik et al. 2004).

En México, la amibiasis intestinal causada por E. histolytica y E. dispar ocupa el
tercer lugar dentro de las enfermedades infecciosas parasitarias y representa un
problema de salud publica, incluso en paises en vias de desarrollo. En la Tabla 1, se
muestra el compendio del estudio realizado entre los afios 2005-2007 acerca de la
situacion epidemioldgica de la amibiasis intestinal en nifios y adolescentes en México

y se reportaron 574,834 casos en el 2007 (Villanueva y Herbas 2009).

Tabla 1
Incidencia de amibiasis intestinal en México 2005-2007*
Aiio Casos <1 1-4 5-9 10-14 15-19
afo Anos anos afos anos

2005 762,937 35,383 150,372 112,916 84,687 50,092
2006 662,197 = 32,675 122,417 96,274 72,274 44,290
2007 574,834 30,645 106,926 82,757 62,073 39,485

*(Tasa calculada en casos incidentes/100 000 habitantes)

E. histolytica fue identificada por primera vez por Losch 1875 en las heces de un
enfermo con disenteria cronica en San Petesburgo, Rusia. Posteriormente,

Councilman y Lafleur 1891 describieron las pruebas clinicas y anatomopatoldgicas



para la evidencia de la asociacién de este pardsito con la disenteria y el absceso
hepético. Quincke y Ross describieron la forma quistica en 1893, y 1903, Schaudinn
nombrdé al pardsito como Entamoeba histolytica por su capacidad de lisar tejidos y
producir ulceras intestinales; diferenciandola de Entamoeba coli, 1a amiba comun del

colon (Romero 1994).

6.1.1 Ciclo de vida

E. histolytica presenta dos fases de desarrollo o estadios bien establecidas: el
trofozoito, el cual contribuye en la etapa invasiva y el quiste que representa la fase

infestiva y de resistencia.

a) Trofozoito:

Algunos factores fisicoquimicos, como: el pH, el potencial oxido-reduccion y la
osmolaridad, afectan la movilidad y morfologia del trofozoito. Ademas, esta etapa es
muy sensible a los jugos géstricos y agentes externos, por lo cual, es frecuente
localizarlo en la luz y pared del colon, especialmente ciego y recto (Pumarola et al.

1991).

El trofozoito presenta un tamafio que oscila entre 10 a 60 um, una membrana
citoplasmdtica dividida en dos porciones: una externa llamada ectoplasma, y una
porcién interna denominada endoplasma (Petri et al. 1993). El ectoplasma, es
hialino, retractil y carece casi por completo de granulaciones (Pumarola et al. 1991).
Ademads, posee pseuddpodos, prolongaciones del ectoplasma que llegan a medir
aproximadamente 50 um, los cuales le permiten al pardsito desplazarse a través del
segmento intestinal (Romero 1993). El endoplasma tiene una estructura granular fina
y, en las formas mayores, abundantes vacuolas y vesiculas que contienen restos

celulares y hematies intactos o en via de degradacién (Pumarola ef al. 1991),

(Fig. 1).



MC: Membrana citopldsmica
EC: Ectoplasma
EN: Endoplasma granular
H: Granulos de glucégeno
C: Cariosoma central

N: Nucleo

P: Pseudépodos

Fig 1. Morfologia del trofozoito de E. histolytica

El trofozoito se nutre, con ayuda de sus pseuddpodos, por fagocitosis a expensas de
los hematies y de los tejidos disueltos. Al microscopio electronico no se detectan
mitocondrias, aparato de Golgi, microtdbulos ni reticulo endopldsmico rugoso

(Pumarola et al. 1991).

El nucleo tiene forma esférica con un acimulo de cromatina pequefio y puntiforme
en el centro, encerrado en una cédpsula llamado cariosoma o endosoma (Petri et al.
1993). Presenta también cromatina adherida a la cara interna de la membrana nuclear,

distribuida en forma homogénea (Romero 1993).

Cuando en el medio ambiente se presentan condiciones no propicias para el
trofozoito, genera cambios de forma, deja de emitir pseudépodos, el endoplasma y
ectoplasma ya no se diferencian, se pierde la forma irregular caracteristica y la célula
toma una forma esférica, al tiempo que aparece una pared gruesa llamada pared

quistica (Petri et al. 1993).

Mientras sucede lo anterior, la célula expulsa todo su contenido vacuolar y empieza
a formar material de reserva en forma de vacuolas de glucégeno y barras
cromatoidales, a esta fase de transformacién del trofozoito se le denomina prequiste.

Posteriormente, las etapas siguientes se le denomina prequiste inmaduro
8



uninucleado, quiste maduro binucleado, hasta llegar a la etapa de la formacién de

quiste maduro, el cual es la etapa final de la formacién de la fase infestiva (Romero

1993).

b) Quiste
El quiste es redondo u oval con un tamano de 10-25 pm. Posee una pared de 0.6 um

y es resistente al jugo gastrico y ha factores ambientales externos (Pumarola et al.
1991).

El quiste se forma por la evolucién del trofozoito, posee de 1 a 4 nucleos, segun la
fase de maduracion en la que se encuentre. Los quistes jovenes tienen 1 ¢ 2 nicleos,
algunos cuerpos cromdticos y vacuolas de glucégeno. Cuando el quiste madura
presenta 4 nicleos y desaparecen los cuerpos cromaticos. Los cuerpos crométicos o
cromatoides contienen principalmente dcidos nucléicos y fosfatos. Solo los quistes

maduros son infecciosos (Pumarola et al. 1991), (Fig. 2).

Fig 2. Morfologia del quiste de Entamoeba histolytica. A) Etapa de quiste, observando la
presencia de tres niicleos, B) Imagen de un quiste obtenido a través de microscopia de
barrido.

E. histolytica es transmitida por fecalismo, ya que las formas infestivas (quistes), se
adquieren al ingerir bebidas, alimentos o al introducir a la boca manos o fomites
contaminados con heces de personas parasitadas con los quistes de esta amiba, con
sintomatologia o sin ella (Romero 1993). Estos tdltimos son portadores, excretan quistes y

son fuente de infestacion (Petri ef al. 1993).
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El quiste de E. histolytica entra por via oral y sigue su trayecto por el sistema digestivo,
hasta alojarse en el intestino donde se produce el trofozoito. Esta etapa del protozoario
posee su principal mecanismo de accién al generar la produccién de enzimas como:
mucinasa, hialuronidasa, ribonucleasa, desoxirribonucleasa, las cuales lisan la membrana

celular, provocando una invasion en tejidos, 6rganos, aparatos y sistemas del hospedero
(Fig. 3).

A\ Etapa infectiva
* @ ’

Quiste A Etapa de diagnostico

Colonizacidén no invasiva

Enfermedad Intestinal

B Enfermedad extraintestinal

heces / \
(). Trofozoito  Salida \
o B A del
- hospedero
25— _rﬁ—»M@.licag\én . _
Lisis - i Moo I
15°  Trofozoito @:ﬁ @!‘j}J - |
quiste Quiste A A /

Fig. 3. Ciclo de vida de Entamoeba histolytica. Se observa la invasién de trofozoitos en pulmdn,
cerebro, higado. (1) Los quistes maduros tetranucleados son eliminados a través de las
heces y (2) son ingeridos a través de agua o alimentos contaminados, (3) el
desenquistamiento ocurre en el intestino delgado, (4) A partir de cada quiste emergen ocho
trofozoitos metaquisticos, (5) a nivel de colon descendente ocurre el enquistamiento; (B)
los trofozoitos que atraviesan la mucosa intestinal, (C) pueden diseminarse via porta al
higado, pulmén o cerebro y ocasionar amebomas (Imagen tomada de www.dcd.gov).
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E. histolytica se adhiere a las células del epitelio intestinal, el cual presenta descamacion,
lo que genera que las células se lisen y posteriormente la intervencién de las enzimas
liticas y el movimiento amebiano permiten la penetracion e invasion del 6rgano (Leippe

etal. 1994).

Otro mecanismo causante de dafio es la eritrofagia, en el cual el trofozoito introduce
eritrocitos que posteriormente son destruidos en el citoplasma amibiano. El tercer
mecanismo de dafio es el traumatismo directo tisular que ejercen los trofozoitos al golpear

directa y constantemente los tejidos, separando unas células de otras (Romero 1993).

El dafio intestinal es mds frecuente a nivel de ciego y recto sigmoides, ya que en estos
sitios el transito intestinal es menor y con ello se concentra mayor ndmero de trofozoitos,
algunos de los cuales llegan a invadir las paredes (Petri ez al. 1993). Este parasito puede
emigrar a zonas adyacentes del intestino y provocar una intensa reaccion inflamatoria y

dar lugar asi a un ameboma (Pumarola ef al. 1991).

En los casos donde los trofozoitos entran a torrente circulatorio lo hacen a través del
sistema portal, pudiendo llegar a cualquier parte del organismo, especialmente al higado,
dando lugar a una amibiasis extraintestinal. Al alcanzar el higado, las amibas producen
inicialmente una reaccion inflamatoria con posterior necrosis tisular y formacién de uno
o varios abscesos. Otras formas de amibiasis extraintestinal suelen ser originados de
abscesos hepaticos, los cuales se abren directamente al pulmon, pleura o pericardio, o por
via hematica al pulmén, cerebro, etc. La amibiasis cutdnea se presenta normalmente en
las proximidades del ano debido a la propagacion de los pardsitos a partir de ulceras

rectales (Pumarola et al. 1991).
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6.1.2 Tratamiento

Las medidas de prevencion para la diseminacién de la amibiasis van desde métodos
tradicionales (uso de letrinas, higiene personal, calzado, agua potable, educacién y
saneamiento ambiental) los cuales son medidas que se han adoptado esporddicamente
en paises pobres y desarrollados; y el uso de drogas antimibianas que actian contra
los trofozoitos de E. histolytica pero son incapaces de penetrar la pared de los quistes,
la més utilizada es el metronidazol, pero también existen otros amebicidas; y pueden

producir toxicidad, efectos secundarios indeseables y resistencias.

El tratamiento de eleccién para la amibiasis es el metronidazol (Fig. 4), que se
caracteriza por provocar muerte selectiva de procariotes y eucariotes. Ademds, se ha
demostrado en algunos estudios con ratones que esta droga presenta actividad tanto
mutagénica como carcinogénica (Samarawickream ef al. 1997). Sin embargo, esta
droga presenta multiples efectos secundarios indeseables en los humanos, por
ejemplo: Reacciones gastrointestinales, reacciones alérgicas, reacciones del sistema
nervioso, trastorno mentales, asf como dafios transitorios de la visién y hepatobiliares

http://www.medizzine.com/pacientes/medicamentos/M/metronidazol_oral.php

El metronidazol es parte de un listado de la Agencia Internacional para la
Investigacién sobre el cdncer como un potencial carcindgeno humano. Aunque se ha
cuestionado la metodologia de algunos de los ensayos clinicos, se ha demostrado la

aparicion de cdncer en animales de experimentacion.
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Fig. 4. Estructura del metronidazol

Se ha demostrado en estudios efectuados en ratones que el metronidazol es tanto
mutagénico como carcinogénico (Legator et al. 1975). Por otro lado, un estudio
realizado in vitro con leucocitos de raton demostré que tinidazol a concentracion
de 100, 250 y 500 pg/mL se incrementa el porcentaje de células dafiadas conforme
aumenta la dosis; in vivo se pudo observar que una dosis de 100 mg/kg de peso es

capaz de danar el ADN de los leucocitos de ratén (Rodriguez et al. 2001).

También existen otros amebicidas; y pueden producir toxicidad, efectos
secundarios indeseables y resistencias, por lo que se ha dado a la bisqueda de
tratamientos alternativos para combatir este pardsito; La FAO y OMS han indicado
con evidencia cientifica el potencial de los probidticos que proporcionan

beneficios en la salud y son seguros para uso humano.

6.2 Probioticos

Por otra parte, la microflora intestinal o microbiota, se refiere a los diferentes
microorganismos que habitan en las superficies internas y externas de los seres
humanos convencionalmente sanos, de los cuales destacan las bacterias, hongos y

protozoarios (Fig. 5). La alteracién de la microbiota intestinal causada por las
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bacterias acido lacticas (BAL) o denominados también como probidticos, influyen
directa e indirectamente en el estado de salud por la produccién de vitaminas y dcidos
grasos de cadena corta, degradacion de sustancias alimenticias no digeridas,
estimulaciéon de la respuesta inmune y proteccion frente a microorganismos

enteropatégenos (Lee y Seppo 1995).

10'*micro-organisms, >500 differentes species
Stomach 10 to 10°

Lactobacilli & — = -
Duodenum <10%

Streptococci

Lactobacilli Jejunum

l 1
\25 \-t)
Enterobacteria [~ ( Hasas 3 .
Enterococcus L u 10°to 10
Faecalis :
Bacteroides
Bifidobacteria
Peptococcus
Peptostreptococc
Ruminococcus
Clostridia
Lactobacilli  and....

7 Colon
with 100 10"
appendix

Fig.5 Distribucion de la microflora intestinal en el sistema digestivo.

Todas las especies microbianas se encuentran en conflicto constante entre ellas, y el
balance intestinal de la microflora depende de las condiciones intestinales. Los
microorganismos, que son seres vivos independientes, requieren de condiciones

ambientales particulares para su supervivencia.

Estos proliferan gracias al consumo de residuos alimenticios y a los fluidos secretados
por los 6rganos digestivos. Sin embargo, algunos de estos fluidos pueden actuar
como factor inhibitorio para los microorganismos, dependiendo su secrecion de las
condiciones fisicas y fisioldgicas, y de la edad del individuo Penders J ez al. 2006

(Fig.6).
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Fig. 6. Tasa de variacién y crecimiento de microorganismos de la flora intestinal en funcién
de la edad del hospedero.

Es deseable que los microorganismos benéficos sean dominantes en la flora intestinal.
Sin embargo, se debe notar, que al utilizar una terapia con antibiético para eliminar
los microorganismos patdgenos, se estd eliminando igualmente la flora intestinal,
causando sintomas patoldgicos y enfermedades. Por eso es esencial asegurar el
desarrollo de los microorganismos benéficos y el bajo desarrollo de una flora
patégena en el intestino, porque se acumula una serie de metabolitos toxicos, los
cuales son absorbidos y liberados a la circulacién sanguinea, causando problemas de
salud. Este caso se puede igualar a la contaminacién ambiental, llamédndose
"Contaminacion ambiental interna". Los unicos microorganismos que no polucionan
el ambiente interno son las Bifidobacterias y Lactobacilus acidophilus, consideradas

como BAL (Penders et al. 2006).

Se ha demostrado la eficiencia del uso de las BAL, las cuales son consideradas como
probidticos para prevenir las infecciones intestinales, y aportar efectos benéficos para
la salud y estimular el sistema inmunoldgico a nivel intestinal y ayudar a la buena

digestion (Fig. 7).
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Fig.7 Accion benéfica producida por los probidticos en el intestino delgado,
en presencia de microorganismos patégenos.

6.2.1 Bacterias acido-lacticas

Las BAL se clasifican en los siguientes géneros, Lactobacillus, Leuconostoc,
Streptococcus, Lactococcus, Pediococcus, Bifidobacterium y Carnobacterium
(Schleifler 1993). Estas bacterias comprenden un nimero elevado de
microorganismos Gram positivas, cuya caracteristica principal es la produccién de
acido lactico a partir de carbohidratos. Las BAL son anaerobias o aerotolereantes,
no formadoras de esporas, catalasa negativa, no reductoras de nitratos, tolerantes a
la presencia de CO», nitritos y concentraciones altas de sal y valores de pH bajos

(Salminen y Wright 1993).

Una caracteristica importante para la clasificacion de las BAL es su patron de
fermentacién. Este se divide en homo y heterofermentativo de acuerdo con la ruta
metabdlica seguida y los productos finales formados. Las BAL homofermentativo

producen &cido l4ctico a partir de azicares de seis carbonos (glicélisis). A
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diferencia de éstas, las BAL heterofermentativas tienen la capacidad de utilizar
diferentes rutas metabdlicas y producen ademads de 4cido lactico, compuesto como
diéxido de carbono, 4cido acético, acetaldheido, diacetilo y etanol por la ruta de la

fosfocetolasa (Fig. 8) (Sharpe y Pettipher 1983).

La colonizacién de probidticos en el intestino delgado de los humanos ha permitido
que en algunos microorganismos patdgenos se vea desfavorecida su reproduccion
en el interior intestinal, generando un fenémeno denominado antibiosis (Babel
1977). Las primeras observaciones de antibiosis microbianas realizadas por Pasteur
y Joubert 1877 permitieron vislumbrar las posibilidades terapéuticas de los
fendmenos de antagonismo. Posteriormente, Rogers 1928 identificé una sustancia
de naturaleza peptidica, llamada nisina, producida por Streptococcus lactis, que
inhibia a microorganismos Gram positivos, incluyendo patdégenos y alterantes de

alimentos.
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Fig. 8. Rutas de fermentacion de azicares por bacterias acido lacticas. Se observan las rutas
homofermentativa(rojo) y heterofermentativa (azul), (Kandler, D. 1983).

Debido a que la cepa productora era utilizada como cultivo iniciador en la

produccion de derivados lacteos se plantearon nuevas aplicaciones, no sélo con
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fines terapéuticos del antagonismo microbiano. De hecho, la fermentacion es una de
las técnicas mds antiguas utilizadas para aumentar el periodo de consumo de

alimentos perecederos (Mckay y Baldwin 1990).

El complejo sistema antagonista de las bacterias lacticas no s6lo se basa en la
produccion de acidos, sino que también participan activamente otros metabolitos
inhibitorios, que, a pesar de ser sintetizados en menor cantidad, contribuyen
significativamente a los fendmenos de antibiosis. Entre ellos se destacan la
produccién de perdxido de hidrégeno y otros derivados del metabolismo del Oz (O
,OH:), CO,, compuestos aromadticos (diacetilo, acetaldehido), dcidos orgénicos,
derivados deshidratados del glicerol (reuterina), benzoato, enzimas bacterioliticas,
bacteriocinas y antibidticos (Tabla 2), asi como otros compuestos inhibitorios por
definir o sin identificar (Lindgren y Dobrogosz 1990; Piard et al. 1992). Por otro
lado, la competencia por sustratos esenciales, la acumulacion de D-aminoécidos, el
descenso del potencial de 6xido-reduccidn y la coagregacion, también participan

activamente en la accion inhibitoria (Vuyst y Dandamme 1994).

La produccién de dcidos orgénicos por las bacterias probidticas disminuye el pH
intestinal y por lo tanto se inhibe el crecimiento de patdgenos. Estos dcidos
orgénicos incrementan los movimientos peristdlticos, lo que de manera indirecta
remueve los patégenos acelerando la velocidad con la que atraviesan el intestino. El
peroxido de hidrégeno producido puede funcionar a través del sistema
lactoperoxidasatiocianato, en el cual el per6xido de hidrégeno oxida el tiocianato
para convertirlo en 4dcido hidrocidnico que es perjudicial para los patégenos. El
diéxido de carbono y el diacetil sintetizado por las bacterias dcido-lacticas inhiben

el crecimiento de patégenos (Kailasapathy y Chin 2000)
Ziauddin et al. 1993, reportaron en un estudio realizado in vitro, que el dcido l4ctico
inhibe a algunas bacterias patégenas y Dbacterias relacionadas a la

descomposicion
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descomposicién de los alimentos como Escherichia coli, Staphylococcus aureus,

entre otros.

Tabla 2

Compuestos antimicrobianos de bajo peso molecular obtenidos a partir de

bacterias acido-lacticas.

Acido lactico

Todas las BAL

Todos los microorganismos

Acido acético

BAL heterofermentativas

Todos los microorganismos,

dependientes del pH

Alcoholes

Levaduras, BAL

heterfermentativas

Todos los microorganismos

Diéxido de carbono

BAL heterformentativas

La mayoria de los microorganismos

Diacetilo

Lactococcus sp.

Levaduras, Bacterias Gram (-) a [> 200]

ppm, bacterias Gram (+) a [> 300 ] ppm

Peroéxido de

Pseudomonas sp.

Staphylococcus sp.

Todas las BAL Todos los microorganismos
hidrégeno
Amplio espectro: Bacterias Gram (+),
Reuterina Lactobacillus reuteri )
bacterias Gram (-), hongos
Algunas bacterias
anaerobias facultativas, ) ) ]
Sidosporas Microorganismos dependientes de fierro

Acido meval6nico
Acido benzoico
Lactona

Metilhidantoina

Lactobacillus plantarum

Pantonea agglomerans

Fusarium avenaceum

La produccion de peréxido de hidrégeno por BAL, tienen un efecto bactericida

debido a que es altamente oxidante, provocando la peroxidacién de los lipidos de la

membrana celular y la destruccion de la estructura basica de proteinas celulares

(Dahly et al. 1989).
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El diacetilo es un producto de las BAL fermentadoras de citrato (Hugenholtz 1993)
responsable del sabor y aroma a mantequilla. Es un compuesto que presenta un
efecto antimicrobiano a concentraciones elevadas, principalmente inhibe a
microorganismos Gram negativos, levaduras y hongos (Jay 1982). El mecanismo de
inhibicién estd basado en la reaccidn del grupo a-o’-dicarbonilo de la molécula con
la porcion guanido del aminoicido arginina en enzimas microbianas
desactivandolas debido a que bloquea o modifica su sitio activo (Lindgren y
Dobrosgosz 1990). La reuterina es un compuesto producido por Lactobacillus
reuteri que se encuentra principalmente en el tracto gastrointestinal humano y en
algunos productos cérnicos. Este compuesto presenta un amplio intervalo de
inhibicién, es activo contra microorganismos com Salmonella, Shigella,
Clostridium, Staphylococcus, Listeria, Candida y algunos protozoarios como
Trypanosoma. Actda inhibiendo la enzima ribonucleétido reductasa, lo que puede

explicar su amplio espectro de inhibicion (Axelsson et al. 1989).

6.2.2 Bacteriocinas

Recientemente ha despertado interés otro grupo de compuestos producidos por
algunas especies de BAL, las bacteriocinas. Las bacteriocinas son sustancias
antimicrobianas producidas por BAL, de naturaleza peptidica y activas,
relacionados taxondmicamente con la especie productora (Tagg et al. 1976).

Se han definido como un “grupo heterogéneo de péptidos de sintesis ribosomica —
con o sin modificaciones posteriores-, que son secretadas extracelularmente y
poseen un mecanismo de accion de antibiosis. Se describieron por primera vez en
bacterias Gram negativas, en las que se describieron las colicinas producidas por
Escherichia coli (Gratia 1925) y, posteriormente, en bacterias Gram positivas (Jacob

et al. 1953; Tagg et al. 1976).

Las BAL estdn consideradas como bacterias Gram positivas y su interés en los
ultimos quince afios se ha centrado en la produccién de bacteriocinas para el uso de
conservadores naturales de alimentos, con el fin de aumentar la vida util y
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mejorar la calidad higiénica de los mismos. Asi como también, se diferencian de los
cldsicos antibidticos en su estructura molecular, su naturaleza, el modo y espectro
de accion, la ausencia de toxicidad y los mecanismos de resistencia inducidos

(Cleveland et al. 2001).

Las bacteriocinas se han encontrado en casi todas las especies bacterianas estudiadas
hasta la fecha (Tabla 3) y se ha observado que dentro de una misma especie se
pueden producir diferentes tipos de bacteriocinas, debido a esto existe una enorme
diversidad de este tipo de substancias, Gonzélez et al. 2003, ha considerado a las
bacteriocinas como péptidos biologicamente activos que presentan efectos

bactericidas.

Tabla 3

Microorganismos productores de bacteriocinas (Gonzalez et al. 2003)

Nisina Lactococcus lactis subsp. Lactis

Pediococcus acidilactici
Pediocina PA-1
Lactobacillus plantarum WHE-92

Pediocina JD Pediococcus acidilactici JD1-23
Sakacina A Lactobacillus sake 706
Sakacina P Lactobacillus sake LTH673

Curvacina A

Lactobacillus curvatus LTH1174

Mesentericina Y105

Leuconostoc mesenteroides

Plantaricina E/F

Lactobacillus plantarum C11

Lactococcina A

Lactococcus lactis subsp. Cremoris

Lactococcina B

Lactococcus lactis subsp. cremoris 9B4

Lactacina F

Lactobacillus jonsonii

Divergicina

Carnobacterium divergens LV13

Helveticina

Lactobacillus helveticus
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De acuerdo a las caracteristicas estructurales y bioldgicas de las bacteriocinas de las

BAL, Klaenhammer 1993 estableci6 cuatro clases de bacteriocinas:

e (lase I: Lantibiodticos

Péptidos pequeiios (<5 kDa), termoestables y que se caracterizan por la presencia
de aminoidcidos no wusuales en su composicion. Estos se generan
postraduccionalmente por deshidratacion de serina y treonina para dar

dehidroalanina y dehidrobutirina, respectivamente

Aunque estos precursores puedan formar parte de la estructura final del lantibi6tico,
en muchas ocasiones sufren una condensacién con el grupo sulfhidrilo de las
cisteinas presentes en la molécula, formdndose puentes -cisteina-S-cisteina

(lantionina) o 4dcido aminobutirico-S-alanina (3-metil lantionina) (Jung 1991).

Se distinguen 2 tipos de lantibidticos: i) Tipo A, péptidos de 2164 a 3488 Da, de
estructura terciaria tipo sacacorchos, anfipdticos y con 2 a 7 cargas positivas; ii)
Tipo B, péptidos de estructura globular, con tamafios comprendidos entre 1959 y
2041 Da, sin carga o cargados negativamente. Hasta el momento, no se han

identificado lantibiéticos de tipo B dentro de las bacterias lacticas.

Lanisina A, fue el primer lantibiético descrito en 1928, y fue aislada a partir de las
bacteria 4cido lactica Lactococcus lactis subsp lactis (Gross y Morell 1971). Es la
bacteriocina mejor caracterizada y pertenece al tipo A es un péptido de 34
aminodcidos y bajo peso molecular inferior a 5 KDa y es muy utilizada como
conservador de alimentos y la unica reconocida por la FDA con la categoria GRAS
(Generally Recognized As Safe). Se produce de forma natural en algunos productos
lacteos. Dentro de este grupo se han descrito otros como la nisina Z (Mulders et al.
1991), variante natural de la nisina A, la lacticina 481 (Piard et al. 1992) de L. lactis,
la lactocina S (Mgrtvedt ef al. 1991) y la plantaricina C (Gonzdlez et al. 1994)

sintetizadas por Lb. sake 'y Lb. plantarum,  respectivamente,
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y por ultimo, la carnocina UI49 producida por Carnobacterium piscicola (Stoffles

etal. 1992).

Los lantibi6ticos no son especificos de las bacterias lacticas, habiéndose descrito,
entre otras, la subtilina de Bacillus subtilis (Gross et al. 1973), la epidermina de
Staphylococcus epidermidis (Allgaier et al. 1985), la estreptococina A-FF22 de
Streptococcus. pyogenes (Jack y Tagg, 1991) y salivaricina A producida por

Streptococcus salivarius (Ross et al. 1993).

e C(Clase II: Pequefios péptidos termoestables

Péptidos (<15 kDa), estables al calor y que no contienen aminodcidos modificados
en su estructura primaria. Junto con los lantibiéticos es la clase mds numerosa de

bacteriocinas. Se caracterizan ademas porque tienen una sefial de procesamiento del

2 -1
péptido lider comiin (-Gly -Gly ). En funcién de homologias en su estructura
primaria, espectro de inhibicién y nimero de péptidos componentes pueden

subdividirse en 4 subgrupos:

-Clase Ila: péptidos activos frente a Listeria que comparten una secuencia

consenso en la region NHz-terminalz -Tyr-Gly-Asn-Gly-Val-Xaa-Cys-.

Tienen un papel importante en la capacidad de reconocimiento de la
membrana de la célula blanco. Dentro de este grupo se encuentran: la
pediocina PA-1/AcH de Pediococcus acidilactici y se utiliza como
conservador en productos vegetales y carnicos y se ha observado una elevada
actividad contra especies de Listeria por lo que tiene un gran potencial para
ser utilizado como conservador en alimentos lacteos (Nieto er al. 1992;
Motlagh et al. 1994); las sakacinas A y P producidas por L. sake (Holck et
al. 1992; Tichaczek et al. 1992); algunas bacteriocinas sintetizadas por

Leuconostoc Spp. como la leucocina A
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(Hastings et al. 1991) y la mesentericina Y105 (Héchard et al. , 1992) y las
carnobacteriocinas BM1 y B2 de C. piscicola LV17 (Quadri et al. 1994).

-Clase IIb: estas bacteriocinas tienen una sintesis compleja cuya actividad
bioldgica depende de la accién complementaria de dos péptidos distintos.
Son formadores de complejos de poracion y tienen actividad antimicrobiana
cuando interactian como un sistema de 2. En este grupo se incluyen la
lactococina M (van Belkum ef al. 1991a) y la lactococina G (Nissen et al.
1992), producidas por cepas de L. lactis. Otros ejemplos son la lactacina F
(Allison et al. 1994) y la plantaricina S (Jiménez, et al. 1995), sintetizadas

por L. johnsonii y L. plantarum, respectivamente.

-Clase Ilc: este grupo tiene, hasta el momento, un tnico representante: la
lactococina B (Venema et al. 1993). Su actividad bioldgica depende del
estado reducido de un residuo de cisteina al igual que ocurre con ciertas

toxinas tiol-activadas (Boulnois et al. 1991).

-Clase I1d: incluye todas aquellas bacteriocinas que no cumplen alguno de
los requisitos exigidos en los grupos anteriores como, por citar algun
ejemplo, la diplococina/lactococina A (Oxford 1944; Holo et al. 1991; van
Belkum et al. 1991a) producidas por L. lactis, la carnobacteriocina A
(Worobo et al. 1994) y la piscicolina 61 (Holck ef al. 1994), ambas
producidas por Carnobacterium piscicola, y la lactacina B (Barefoot y

Klaenhammer 1983) sintetizada por Lb. acidophilus.

e C(Clase III: Grandes proteinas termolébiles

Proteinas de mas de 15 kDa que estdn constituidas exclusivamente por aminodcidos
no modificados y son sensibles al calor. La helveticina J (Joerger y Klaenhammer

1986) es la principal representante de este grupo, en el que también
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se incluyen la acidofilucina A (Toba et al. 1991a), las lacticinas A y B (Toba et al.
1991b) y la caseicina 80 (Rammelsberg et al. 1990). Todas ellas producidas por

cepas de Lactobacillus spp.

e C(lase IV: Bacteriocinas complejas que contienen motivos lipidicos o

carbohidratos.

Presentan asociaciones a la porcidn peptidica, un componente glucidico o lipidico
esencial para su actividad biologica. Como ejemplo de bacteriocinas con fracciones
glucidicas podemos citar a la leucocina S (Lewus et al. 1992) y, de las que poseen

lipidos, las lactostrepcinas (Kozak et al. 1978).

El descubrimiento y caracterizacion de nuevas bacteriocinas ha hecho necesario
modificar esta clasificacion, especialmente la clase II (Cleveland ef al. 2001; Nes
et al. 1996; Franz et al. 1999; Van Belkum y Stiles 2000; Ross et al. 2002; Cotter
et al. 2005). La Tabla 4 muestra la clasificacién de bacteriocinas basada en las

propuestas por Diep y Nes 2002 y Cotter et al. 2005.

Actualmente se conoce la estructura primaria de numerosas bacteriocinas
producidas por BAL, ya sea por secuenciacion directa de los péptidos purificados o
por traduccién del correspondiente ADN. Aunque la mayoria de ellas estin
constituidas por aminodcidos bioldgicos, es de destacar la presencia de aminoacidos
modificados en la forma activa de aquéllas que reciben el nombre genérico de
lantibiéticos. Incluso se ha identificado la presencia de D-alanina en la lactocina S,
lantibi6tico producido por Lb. sake (Skaugen et al. 1994). No obstante,
independientemente de su composicion, las bacteriocinas son péptidos catidnicos,

con un punto isoeléctrico (pl) alto, que comparten un marcado caricter hidrofébico.
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Tabla 4
Clasificacion de bacteriocinas

Clase I:

Lantibioticos

Clase II:
Bacteriocinas

termoestables, no
modificadas

Clase I1I:

Grandes proteinas

termolabiles

Ia: Péptidos lineales catiénicos

Ib: Péptidos globulares sin carga o
con carga neta negativa

ITa: Bacteriocinas anti-listeria,
similares a pediocina

IIb: Bacteriocinas heterodimérica

IIc: Bacteriocinas sec-dependientes

IId: Bacteriocinas sin péptido lider

IIe: Bacteriocinas ciclicas

Clasificacion propuesta por Diep y Nes 2002 y Cotter et al. 2005.

Nisina
Epidermina

Lacticina 3147
Mersacidina

Enterocina A
Pediocina PA-1

Lactacina F
Lactococcina G
Acidocina J1132

Bacteriocina 31
Enterocina P
Acidocina B

EJ97
Enterocina L50

AS-48
Circularina A
Gassericina A

Helveticina J
Enterolisina A

Las bacteriocinas se sintetizan en los ribosomas a partir de transcritos procedentes

de la expresion del correspondiente gen estructural. Se traducen como prepéptidos

inactivos con una extension aminoterminal de 24 a 30 residuos en el caso de los
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lantibi6ticos o mds corta (18-24 residuos) en las bacteriocinas no lantibidticos, que

se elimina en un proceso probablemente asociado a la exportacion.

Las secuencias lideres de las bacteriocinas no exhiben habitualmente las
caracteristicas propias de los péptidos sefial involucrados en los procesos de
secrecion (von Heijne 1983). Como ya se ha indicado, las bacteriocinas de la clase
I, algunos lantibidticos (lacticina 481, salivaricina A, estreptococina A-FF22) y la

colicina V se caracterizan por la presencia de un residuo cargado positivamente tras

la metionina inicial y la secuencia consenso de excision —Gly_z—Gly_1 (Havarstein et
al. 1994). El resto de los lantibidticos también presentan secuencias conservadas en
la region de procesamiento: los residuos en las posiciones +2 y +1 son,
generalmente, hidrofébicos; en la posicién -1 se sitda un residuo polar o cargado
positivamente precedido de una prolina y, por dltimo, en la posicién -4 se encuentra

siempre un aminodcido hidrofébico (Jung 1991).

El péptido lider actia como sistema protector manteniendo la bacteriocina inactiva
en el interior de la célula productora. No obstante, al menos en el caso de la nisina,
su presencia es necesaria para que ocurra una biosintesis correcta siendo,
probablemente, reconocido por las proteinas de modificacién y transporte (van der

Meer et al. 1994).

La secrecion de las bacteriocinas a través de la membrana citoplasmatica se produce
por la actividad de transportadores especificos de tipo ABC (Stoddard et al. 1992;
Marugg et al. 1992; Fremaux et al. 1993). Estos complejos proteicos presentan dos
dominios claramente diferenciados: i) un dominio de uniéon a ATP en el extremo
carboxilo, donde se genera la energia necesaria para el transporte mediante la
hidrdlisis de ATP vy, ii) una region hidrofébica e integrada en la membrana en el

extremo amino que reconoce y transporta el sustrato (Fath y Kolter, 1993).
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Los transportadores ABC de las bacteriocinas de la clase Il contienen, ademads, un

dominio con actividad proteolitica en su regién amino que reconoce especificamente

la secuencia consenso Gly_z-Gly_] (Havarstein et al. 1995). Por lo tanto, estos
transportadores tienen una doble funcidn: translocar la bacteriocina al exterior y
actuar como peptidasas-especificas. En el caso de la nisina y otros lantibidticos, sus
transportadores ABC (LanT) carecen de este dominio proteolitico. El péptido lider
de la nisina se procesa extracelularmente por la accién de una proteasa especifica
(NisP) (Kupke y Gotz 1996). Recientemente se han descrito bacteriocinas que se

ajustan al modelo clasico de secrecion de proteinas de modo que sus péptidos sefial

2 -1
se procesan tras la secuencia consenso Ala -Xaa-Ala . Esto ocurre con la

divergicina A (Worobo et al. 1995) y la acidocina B (Leer ef al. 1995).

Dentro de las bacteriocinas producidas por las bacterias lacticas se pueden distinguir
2 grandes grupos a este respecto (Klaenhammer 1988): 1) aquéllas que son activas
frente a cepas o especies relacionadas (lactococinas A, B, M y G, lactacina B,
helveticina J, etc.) y 1i) las que inhiben a un rango mucho mas amplio de
microorganismos, entre los que se incluyen patdgenos y alterantes de alimentos

Gram positivos (nisina, pediocinas, lactacina F).

Hasta la fecha no se ha descrito ninguna bacteriocina de bacterias lacticas activa
frente a microorganismos Gram negativos, excepto en aquellos casos en los que la
integridad de la membrana externa ha sido previamente dafiada por tratamiento con

agentes quelantes (EDTA) o por choque osmético (Stevens et al. 1991).

Los lantibidticos actian sobre células vegetativas y también inhiben la germinacion
de esporas. En el primer caso, forman canales i6nicos en la membrana plasmaética;
en el segundo, modifican los grupos sulfhidrilo presentes en la envoltura de la espora
(Morris et al. 1984) actuando, probablemente, los residuos deshidratados como

aceptores de los electrones. Estudios con péptidos mutantes de nisina y subtilina, en
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los que la dehidroalanina en posicién 5 habia sido sustituida por alanina, han
confirmado esta hipétesis, ya que pierden su actividad antimicrobiana frente a las
esporas germinantes, pero no frente a las células en crecimiento activo (Hansen et

al. 1991).

Las bacteriocinas antimicrobianas se han clasificado de acuerdo con su estructura
secundaria y también segtin sus estructuras anfipdticas. De acuerdo con su estructura
secundaria, los péptidos antimicrobianos se clasifican en varios grupos (Epand y
Vogel 1999; Toke 2005; Bulet et al. 2004; Kamysz et al. 2003; Lehrer y Ganz
1999; Hancock y Diamon 2000)

e Péptidos lineales formadores de hélices anfipdticas o hidréfobas: son péptidos
que presentan la estructura tipo hélices alfa (Fig. 9) anfipdticas al entrar en
contacto con las membranas. Un ejemplo son las magaininas de Xenopus laevis

(Zasloff 1987) o las cecropinas de insectos (Steiner 1982).

Fig. 9. Diferentes representaciones de la estructura secundaria tipo hélice alfa.

e Péptidos ciclicos y pequefias proteinas que forman estructuras en ldmina beta:

se trata de péptidos que presentan una estructura en ldmina beta antiparalela (Fig.
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10). Este tipo estructuras se ven favorecidas en muchos casos por que los péptidos
son ciclicos. La ciclacion puede ocurrir por la formacién de un puente disulfuro
(protegrinas, Kokryakov et al. 1993), de tres o cuatro puentes disulfuro (o y B
defensinas, Ganz y Lehrer 1998) o por la circularizacion de la cadena peptidica

(Gramicidina S, polimixina B, tirocidinas).
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Fig 10. Estructura secundaria tipo p-Tira plegada antiparalela. A) Se observa la unién de
dos B-Tira plegada por puentes de hidrégeno coplanares y coaxiales, presentando una gran
estabilidad. B) La union de varias -Tiras plegadas forman una lamina {3 u hoja .

e Péptidos con composiciéon aminoacidica tnica o irregular: son péptidos que
poseen una secuencia rica en algun aminoacido. Como ejemplos aparecen las
histatinas, ricas en histidina (Brewer et al. 1998; Helmerhorst et al. 1999; Tsai y
Bobek. 1998), las profeninas, ricas en prolinas (Harwig et al. 1995) y las
indolicinas, ricas en triptofano (Selsted et al. 1992; Falla et al. 1996). El tript6fano
no suele ser muy abundante en las proteinas, pero es importante en la insercion de
péptidos antimicrobianos en la membrana pro que tiende a situarse en la interfase
hidréfila/hidréfoba de la bicapa lipidica y favorecen el anclaje de la cadena
peptidica a las cabezas fosfolipidicas (Yau et al. 1998; Persson et al. 1998;
Ladokhin et al. 1997; Schibli et al. 2002).

e Lipopéptidos con un grupo amino-alcohol terminal: poseen una gran porcion de
acido o-amino-isobutirico (Aib), que favorecen la formacién de hélices 310

(Monaco et al. 1998). Poseen ademds un 1,2-aminoalcohol en el extremo C-
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terminal y estan acilados en el extremo N-terminal. Un ejemplo es la alameticina

(Hancock y Lehrer 1998).

e Péptidos macrociclicos “anudados”: son péptidos ciclicos de unos 30
aminoécidos producidos por la familia de las Rubiaceae que poseen un motivo
caracteristico llamado “nudo de cistina”, consiste en que un puente disulfuro se
abre paso a través de otros dos puentes disulfuro formados en la molécula. Este
motivo aparece también en inhibidores de proteasas y en toxinas, y confiere una

gran estabilidad a la molécula.

La muerte celular mediada por péptidos antimicrobianos catiénicos ocurre en una
serie de pasos, con independencia del tiempo requerido o la especificidad del

mecanismo antmicrobiano (Brogden 2005)

Atraccidn: el péptido cationico se une mediante interacciones electrostaticas a la
superficie de la membrana cargada negativamente (LPS en Gram negativas y

acidos teicoicos en Gram positivas)
Adhesidn: a baja relacion péptido/lipido, los péptidos en hélice alfa, en ldmina beta
se adhieren y penetran entre las cabezas fosfolipidos en un estado inactivo que

compacta la membrana.

Insercién del péptido y permeabilizacién de la membrana: a bajas proporciones

péptido/lipido, los péptidos se disponen paralelos a la membrana. Segiin aumenta
la proporcién, las moléculas se orientan perpendicularmente y se insertan en la

membrana, formando poros.

El blanco primario de accion de las bacteriocinas parece ser la membrana

plasmatica. Estas alteran la permeabilidad selectiva de la membrana de las células
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vegetativas sensibles, provocando la inmediata e inespecifica liberacién de iones,
compuestos de bajo peso molecular y algo mds tarde del ATP intracelular.

Estas alteraciones provocan la disipacién completa o parcial de la fuerza protén
motriz (PMF) ocasionando desdrdenes metabdlicos secundarios que, en tltimo
término, inhiben la generacion de energia y la sintesis de macromoléculas, lo que

supone la muerte celular (Monteville et al. 1995).

La PMF es un gradiente electroquimico compuesto de un potencial de membrana
(Avy) y de un gradiente de pH (ApH), y es necesaria para llevar a cabo gran parte
de los procesos dependientes de energia del metabolismo celular. El desarrollo de
diferentes técnicas para estudiar por separado los dos componentes de la misma y
los sistemas de membranas artificiales han permitido obtener algunas conclusiones
sobre el modo de actuacion de las bacteriocinas. Se ha observado que la nisina y
otros lantibidticos necesitan un estado energizado de las células para ejercer su
accion (Sahl 1991) mientras que otras, como la pediocina PA-1, leucocina S,
lactacina F, plantaricina C y las lactococinas A y B (Bruno y Monteville 1993;
Gonzalez et al. 1996; van Belkum et al. 1991b; Venema et al. 1993), actian
independientemente de la existencia de una diferencia de potencial a ambos lados

de la membrana.

Por otro lado, los lantibidticos no requieren un receptor proteico especifico ya que
actian sobre liposomas (Kordel ef al. 1989). Sin embargo, algunas bacteriocinas
s6lo son activas frente a células enteras y/o vesiculas derivadas de las mismas, por
lo que si parecen necesitar un receptor localizado en la membrana o en la pared

celular (van Belkum et al. 1991b; Venema et al. 1993; Moll et al. 1996).

La hipétesis mdas aceptada sobre como las bacteriocinas desestabilizan las
membranas es que, en funcién de su cardcter catidnico, éstas serian inicialmente
atraidas electrostaticamente por la superficie celular (las bacteriocinas se adsorben

inespecificamente a células sensibles, resistentes y a las propias células
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productoras). Posteriormente, por la presencia de un determinado potencial de
membrana (lantibiéticos) o por la interaccién con un receptor especifico o no,
adoptarian una conformacién tal que les permitiria agregarse entre si formando
aglomerados que se reordenarian para dar lugar a una especie de cilindro hueco
(poro) que atravesarfa la matriz membranal, manteniendo las zonas hidrofilicas
hacia la parte interior del poro. A pesar de que no hay evidencia fisica de estos
poros, los resultados de numerosos experimentos apoyan esta hipétesis frente a la
desestabilizacion de la membrana mediante una accién de tipo detergente
(Monteville et al. 1995). Ademds, las bacteriocinas pueden formar ldminas B y
hélices a anfipaticas, motivos estructurales asociados a proteinas que interaccionan
con la membrana plasmética y que abren poros en la misma (Ojcius y Young

1991).

En general, los poros son inespecificos y permiten la salida de cualquier soluto
intracitoplasmatico, unicamente limitado por el tamafio. No obstante, en algunas

ocasiones, como ocurre con la lactococina G, el poro generado es especifico para

iones K (Moll et al. 1996).

Por tdltimo, muchos autores han observado que las bacteriocinas pueden provocar
la lisis celular en determinados cultivos sensibles (Pucci et al. 1988; Bhunia et al.

1991; Motlagh et al. 1991; Gonzélez et al. 1994).

Se ha demostrado que la nisina activa las autolisinas de la pared,
predominantemente en el drea de formacidn del septo (Bierbaum y Sahl, 1991) y
que la accién complementaria de las lactococinas A, B y M provoca la lisis celular
en L. lactis, en contra de lo que ocurre con cada una por separado (Morgan et al.
1995). Todo ello ha llevado a redefinir el concepto de bacteriocina como agentes
antimicrobianos de naturaleza peptidica cuya sintesis no es letal para la célula

productora (Konisky 1982).
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Lo anterior ha permitido que entre los microorganismos ocurran interacciones
competitivas, como un modo de establecerse y dominar su microambiente, tanto
en el proceso de colonizacién de las membranas mucosas como en las infecciones
clinicas. Algunas de estas interacciones son sinérgicas y otras son antagonistas, de
manera que los organismos interfieren con el crecimiento de los otros y compiten

por el espacio ecoldgico.

La formacién de poros se ha explicado mediante tres mecanismos (Fig. 11) que
dependen de las caracteristicas fisicoquimicas del péptido antimicrobiano y de la
composicion de la membrana (Ganz y Lehrer 1999; Chmiel 2001; Brogden 2005;
Toke 2005; Kamysz ef al. 2003). Estos mecanismos son:

e Modelo en Barril

e Modelo en Alfombra

e Modelo Toroidal o en “agujeros de gusano”

Modelo en barril: cuando dominan las interacciones hidréfobas, el péptido se
inserta en la membrana perpendicularmente, formando un haz en la membrana a
modo de barril con un lumen central, en el que la parte hidréfoba interaccionan
con las cadenas de los fosfolipidos y la parte hidr6foba delimita el interior del poro

(Yang et al. 2001; Ehrenstein y Lecar 1977).

Modelo en alfombra: los péptidos se acumulan en la superficie de la bicapa
mediante interacciones electrostaticas de los aminoacidos cargados positivamente
con las cabezas anidnicas de los fosfolipidos. A altas concentraciones de péptido,
se crea una tension en la bicapa lipidica que lleva a su disgregacion o ruptura,

formanose micelas (Shai 1999; Ladokhin y White 2001).
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Fig 11. Esquema de la formacion de poros mediante diferentes mecanismos de accién propuestos
para los péptidos antimicrobianos. A) Modelo en barril, B) Modelo en alfombra, C) Modelo
toroidal. Las regiones en color rojo muestran la regién hidréfila y en azul la regién hidréfoba.

Modelo toroidal o en “agujero de gusano”: las hélices del péptido antimicrobiano
se insertan en la membrana y para disminuir la curvatura causada por esta union,
los fosfolipidos se mueven continuamente desde una mitad de la membrana hacia
la otra. Las cadenas peptidicas situadas en la membrana son empujadas a los
lipidos, de modo que se forma un poro en cuya luz aparecen las cabezas de los

fosfolipidos y las cadenas peptidicas.

Las colicinas (Pugsley 1984b), bacteriocinas producidas por E. coli, han sido
estudiadas en profundidad. Estas bacteriocinas se caracterizan no sélo por su
naturaleza proteica y su accidn bactericida restringida, en la mayor parte de los
casos necesita receptores celulares especificos para ejercer su accion,
habitualmente tienen codificacion plasmidica y su biosintesis estd asociada a la

muerte de la célula productora.

La produccién de bacteriocinas parece depender del crecimiento y actividad
fisioldgica de la cepa productora. De hecho, la mayoria de las bacteriocinas que se
han estudiado hasta el momento presentan una cinética de metabolito primario y,

en consecuencia, su produccidn estd correlacionada con el aumento de la biomasa.
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Por otro lado, el control del pH a lo largo de la fermentacién puede resultar en

titulos mds altos de actividad (Vuyst y Dandamme 1994).

En 1998 Anderssen E., mencioné que las plantaricinas E/F y J/K son bacteriocinas
producidas por Lactobacillus plantarum que tienen una actividad antimicrobiana
cuando interactian como sistema de péptidos. Moll 1999, mencioné que los poros
formados por complejos de poracién E/F y J/K presentan diferente selectividad
i6nica; ya que la plantaricina E/F permiten el paso de cationes monovalentes en
contraste con la plantaricina J/K para compuestos aniénios. Se ha observado que
ademads de tener propiedades contra otras especies estrechamente relacionadas, se
ha encontrado que las bacteriocinas tienen una accion inhibitoria contra otras cepas

muy distanciadas filogenéticamente de la cepa productora.

6.2.3 Antagonismo microbiano

Bujalance ef al. 2007 emple6 Lactobacillus plantarum como inmunomodulador;
estimulando significativamente a los esplenocitos en respuesta a la concavalina A
y al mitégeno de las células T. En este trabajo se determind el efecto de los
concentrados proteicos derivados de Lactobacillus plantarum que ejercen sobre
una linea leucémica humana (HL-60), como resultado las concentraciones
superiores a los 50 pg/mL dan lugar a una reduccién considerable de este

pardmetro, siendo superior al 95% cuando la concentracién es de 100 pg/mL

(Puertollano et al. 2005).

Rayes et al. 2002, mencionan que los pacientes sometidos a cirugia abdominal
(reseccion del higado, estdmago o pancreas) se beneficiaron con L. plantarum 299,
en términos de un menor nimero de infecciones, antibidticos y de incidencia de

otras complicaciones, asi como de una estancia hospitalaria m4s corta.
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La infeccién es la causa mds comun de enfermedad en la pancreatitis aguda, debido
a la reducciéon temprana de la flora comensal (particularmente especies de
lactobacilos) y al mismo tiempo, el sobrecrecimiento de Enterobacteriaceae
especialmente Escherichia coli. Mangiante et al. 2001, determinaron que
Lactobacillus plantarum 299v reduce efectivamente la traslocaciéon microbiana en
experimentos de pancreatitis; por lo que estos investigadores hacen mencién a que
el tratamiento con probidticos muestra ser una prometedora alternativa a la terapia

con antibioticos.

Alvarez et al. 2001, estudiaron el efecto de la administracion oral de Lactobacillus
casei 'y del yogurt en la prevencién de las infecciones por Pseudomonas
auroginosa en ratones de tres semanas de edad. Los resultados mostraron un

incremento significativo en los niveles de IgA e IgM.

Algunos estudios informan que las bifidobacterias (cepa Bb12), los Lactobacillus
casei 'y Lactobacillus plantarum reducen la duraciéon o severidad de las
enfermedades al igual que la longitud de la progresiéon rotaviral en las
deposiciones. Asimismo, se ha demostrado que cuando se suministran L. casei, L.
plantarum y Bifidobacterium (cepa Bb12) por un periodo extenso, se reduce la
incidencia de diarreas agudas en grupos de alto riesgo como nifios hospitalizados

o nifios pequefios que asisten a guarderias (Martin 2000).

Isolauri et al. 1995, propusieron una bacterioterapia oral, usando Lactobacillus
rhamnosus, para tratar la gastroenteritis viral. Posteriormente, Kaila et al. 1995,
reportaron que Lactobacillus casei rhamnosus estimula la respuesta especifica de
los anticuerpos IgA; Salminen et al. 1993, recalcaron la importancia de mantener
una microflora intestinal equilibrada para preservar la integridad intestinal. Sato
et al. 1998; divulgaron el aumento en la resistencia del paciente contra las
infecciones de Listeria gracias a la administraciéon de Lactobacillus casei. Las

ventajas de estas bacterias también fueron reveladas por Perdigon er al. 1995,
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quienes ademds descubrieron su importante papel protector en la prevencion de
infecciones entéricas produciendo un aumento en la secrecion de anticuerpos IgA.
Johansson et al. 1998, realizaron experimentos precisos examinando la capacidad
de los lactobacilos de adherirse a las células intestinales. El trabajo de Coconnier
et al. 1998, apoyo esta observacion y fueron més lejos divulgando la inhibicion
de los procesos patogenos de los microbios que provocan la diarrea adhiriendo
Lactobacillus acidophilus. Esto es la prueba evidente de la capacidad de las

bacterias probidticas de adherirse a las células intestinales humanas.

Young y Huffmans 2003; Dunne 2001, encontraron que Lactobacillus plantarum
y Lactobacillus rhamnosus GG inhiben la adherencia de Escherichia coli
enteropatégena, eliminando patégenos de las células epiteliales del intestino por

aumento de la mucina intestinal MUC- 2 y MUC- 3.

Benyacoub et al. 2005 estudiaron la actividad bioldgica de Enterococcus faecium
SF68 sobre Giardia intestinalis en infecciones intestinales en ratén. Observaron
una respuesta inmunoldgica en los ratones, a nivel intestinal se incrementd IgA
(inmonoglobulina A) y en sangre aumentaron los niveles de IgG. La respuesta
humoral de las inmunoglobulinas se reflej6 en los niveles celulares al
incrementarse el porcentaje de CD4" de células T en los bazos y en las placas de

Peyer de los ratones.

El numero de trofozoitos de Giardia disminuyd en el intestino delgado y
decrecieron los antigenos (proteina GSA65) fecales de Giardia. Los resultaron
demostraron un fuerte potencial de la cepa SF68 para prevenir infecciones

intestinales causadas por protozoarios.

Casas 2006 demostro efectos inhibitorio de liofilizados de medios condicionados
con Lactobacillus casei rhamnosus y Lactobacillus plantarum sobre cultivos

axénicos in vitro de Entamoeba histolytica HM1-IMSS, al evaluar concentraciones
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de 1, 10, 50 y 100 mg/mL de los liofilizados, no encontrando diferencia
significativa en la inhibicién sobre dicho pardsito mostrada por las cuatro
concentraciones evaluadas. Barrén et al. 2005, reportaron que liofilizados de
medios condicionados con Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus casei y
Lactobacillus lactis inhiben el crecimiento de Entamoeba histolytica HM1:IMSS

cultivada bajo condiciones axénicas in vitro.

Draksler et al. 2007 reportaron que el uso de las cepas de Lactobacillus DDL19 y
de Lactobacillus DDLAS sobre la interaccion de diferentes géneros de nematodos,
demostrando un efecto ovicida y/o sobre los primeros estadios larvales de
Trychostrongylus spp y Nematodirus spp. Por otro lado, Bifidobacterium DDBA
demostrd tener una accidn larvicida sobre las larvas infestantes en el estadio 3, en
donde las muestras de heces presentaban una carga parasitaria menor a 700 grados
de infestacion (h.p.g.). Los investigadores proponen que la accion de las tres
bacterias lacticas se debe a la produccion dcidos organicos u otros metabolitos que,
en el caso de Lactobacillus DDL19 y de Lactobacillus DDLAS, provocan dafios a
los huevos o a las primeras formas larvales, impidiendo que el ciclo continte hacia
larva infectiva, mientras que en el caso de Bifidobacterium DDBA el efecto
larvicida se produciria principalmente sobre las L3 de Strongyloides papillosus

con mayor vulnerabilidad por ausencia de cuticula protectora.

Hugo et al. 2008 aplicaron cepas de Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis (cepa
CIDCA 133) y Lactobacillus plantarum (cepa CIDCA 83114) para observar la
actividad bioldgica sobre el crecimiento de Escherichia coli enterohemorragica
(EHEC) in vitro. Las cepas estudiadas presentaron un efecto antagénico sobre
EHEC por la modificacién del microambiente o al activar la cascada de
sefializacion por el patdgeno. Los investigadores proponen el uso de cepas

probidticas para la profilaxis y prevencion de infecciones intestinales por EHEC.
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Coconnier et al. 1998, examinaron la actividad antagonista de sobrenadantes de
Lactobacillus acidophilus en contra de Helicobacter pylori in vitro e in vivo, ya
que Lactobacillus acidophilus secreta sustancias antibacterianas y que son

independientes de la produccién de dcido lactico y del pH.

La interferencia microbiana (IM) cumple una funcién principal en el
mantenimiento de la flora normal de la piel y las membranas mucosas al evitar la
invasién por potenciales patégenos exdgenos. La IM es expresada por medio de
diversos mecanismos que incluyen la produccién de sustancias antagonistas,
cambios en el microambiente bacteriano y reduccidon de los nutrientes. Sus
mediadores incluyen la produccién de materiales complejos tales como
bacteriocinas, bacteriéfagos o enzimas bacterioliticas y moléculas menos
complejas como perdxido de hidrégeno, acido lactico, dcidos grasos y amonio

(Madigan et al. 2004).

Ha sido evaluado in vitro e in vivo el efecto benéfico de los probidticos en estados
patolégicos como diarreas, infecciones del sistema urinario, desérdenes
inmunoldgicos, intolerancia a la lactosa, hipercolesterolemia, algunos tipos de

cancer y las alergias alimentarias, Sampson 1993; Chandra y Kumari, 1994.
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7. MATERIAL Y METODOLOGIA

7.1 Material bioldgico
1) Protozoario parésito: Entamoeba histolytica HM1-IMSS
11)  Probidticos:
o Lactobacillus casei rhamnosus
e Lactobacillus casei
e Lactobacillus acidophilus

e Lactobacillus plantarum

iii)  Suero Bovino Estéril

7.2 Preparacion de soluciones

e Acido clorhidrico [0.IN]. Se tomaron 0.41 mL de HCL concentrado (12N) y se

afor6 hasta 50 mL con agua destilada.

e Hidréxido de sodio [10N].Se disolvié 40g de Hidréxido de Sodio (NaOH) en
100mL de agua destilada

e C(itrato férrico de amonio (CFA) [1%]. Se disolvié 0.1g de citrato férrico de
amonio en 10mL de agua destilada; y se mantuvo en refrigeraciéon en un frasco

ambar a 4°C, hasta su empleo.

e Solucion de Penicilina — Estreptomicina

Solucién concentrada de penicilina: A un frasco dampula de 1, 000,000 U de

Penicilina G sédica cristalina, se le inyecto con aguja y jeringa estéril 5.0 mL de

agua bidestilada-desionizada para disolver la penicilina.
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Solucidn patrén de penicilina-estreptomicina: A un frasco dmpula de sulfato de

estreptomicina, se afiadi6 bajo condiciones de esterilidad, la solucién

concentrada de penicilina y se mezclaron.

Solucion de trabajo de penicilina-estreptomicina (100X): Se transfirio

asépticamente toda la solucion patrén de penicilina- estreptomicina del frasco
ampula a una probeta estéril de 25mL y se aforo a 20mL con agua desionizada
estéril. Se almaceno a 4°C en alicuotas de SmL en tubos cénicos de S0mL que se

cubrieron con papel aluminio.

Buffer tris 1,5 M pH= 8.8. Se pes6 181,65 g de tris base y se aforé con agua
bidestilada hasta un volumen de 1 L. Posteriormente, se ajusté a pH= 8.8 con

HCIL.

Buffer tris 1,5 M pH= 6.8. Se pesaron 60.55 g de tris base y se aforé con agua
bidestilada hasta un volumen de 1 1. Se ajusto a pH = 6.8 con HCI.

Persulfato de amonio (PSA 10%). Se pesaron 100 mg de PSA y diluy6 en un
volumen final de 1 mL con agua tridestilada. Este reactivo en polvo es altamente
hidrofilico, por lo tanto, es importante mantener el envase herméticamente

cerrado. Esta preparacion debe ser de 1 semana de antigiiedad como maximo.

Solucién de trabajo de azul brillante de Commassie R250. Se disolvi6 0.025 g de
azul brillante de Commassie R250 en 50 mL. de metanol, 50 mL. de acido acético
y 45 mL. de agua destilada se gener6 la solucion y se filtré a través de un papel
Whatman nimero 1 para eliminar los residuos extrafios. Antes de usar dejar en

reposo por una dia en un frasco oscuro.
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Solucién de decoloracién rapida. Se mezclaron 10 mL de dcido acético glacial
con 50 mL de metanol. Se llevé la solucién a un volumen de 100 mL con 40 mL

de agua destilada.

SDS 10%.Se disolvieron 10g de SDS en 80 mL de agua bidestilada, una vez
disuelto se ajusté a pH 7.2 con 10N de NaOH, finalmente se complet6 hasta 100
mL con agua bidestilada. Posteriormente se calento a 68° c para disolver

completamente el SDS.

Buffer de la muestra 4x para proteinas. Se mezclaron los siguientes reactivos. Se
disolvié 2.5 mL de Tris 0.5M a pH 6.8, 2.5 mL de SDS al 10%, 2.5 mL de 2-

mercaptoetanol, 2.5 mL de glicerol y 1 mg de azul de bromofenol.

Buffer de electroforesis tris-glicina 10x para proteinas. Se mezclé 3.038 g de Tris
Base, 14.01 g de glicinay 1 g de SDS, se afor6 a 100 mL con agua bidestilada y
se obtuvo un pH de 8.3

Solucién de trabajo acrilamida/bisacrilamida al 30%. Se mezcldé 29.2 g de
acrilamida, 0.8 g de bisacrilamida y se disolvié con 100 mL de agua bidestilada,
se filtr6 para remover las impurezas en papel Whatman nimerol y se forré el

recipiente con papel aluminio hasta su empleo.

Preparacion de geles de empacamiento al 12%, los componentes se enlistan en la

Tabla 5.
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Tabla 5

Comiosicién del iel de ioliacrilamida (12%)

Componentes de la solucién 10.00 mL
Agua tridestilada esteril 4.06 mL
Acrilamida/Bisacrilamida 30% 321 mL
TRIS/HCL pH 8.8 2.50 mL
SDS 10% 100.00 puL
Persulfato de amonio 10% 50.00 pL
TEMED 16.00 pL

7.3 Métodos de trabajo para Entamoeba histolytica

a) Preparacién de medio de cultivo MPT para Entamoeba histolytica: Se prepard el

medio MPT de acuerdo con Barron et al. 2008

b) Mantenimiento de la cepa HM1-IMSS de Entamoeba histolytica: La cepa se
mantuvo mediante resiembras sucesivas, inoculando 2 x 10*trofozoitos/mL a un
tubo de borosilicato para cultivo de 16 x 150 mm con tapén de rosca, que contenia
10mL de caldo MPT adicionado con O.ImL de solucién penicilina—
estreptomicina y 1.0mL de suero bovino. La cepa se incubo a 37°C por 72 horas.
Antes de cada resiembra los cultivos se observaron en un microscopio invertido

para comprobar el buen estado de las amibas.

El cultivo que mostré la mejor densidad y el mejor aspecto se coloco en agua-
hielo por 20min. Para despegar las células adheridas al tubo, este se agito 10
veces por inversion suave, y el nimero de trofozoitos se determind tomando una
alicuota del cultivo, se colocé en una cdmara de Neubauer (Fig. 7) y se conto el

numero de trofozoitos/mL. Las resiembras y bioensayos se realizaron
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cuando las células se encuentren en la mitad de su fase logaritmica de

crecimiento.

¢) Cinética de crecimiento de E. histolytica HM1-IMSS: Se inocularon 21 tubos de
borosilicato para cultivo de 13 x150 mm con medio 5 mL de MPT, 0.05mL de
solucién de penicilina-estreptomicina y 0.5mL de suero bovino y un inoculo de 1x
10*trofozoitos/mL. Se incubaron a 37°C y a partir del dia 1 cada 24 h se determiné
el nimero de trofozoitos/mL a tres tubos de cultivo hasta el séptimo dia de
incubacion. Se realizaron tres lecturas a cada tubo. El conteo de trofozoitos/mL
se realizé en una caimara de Neubauer, como se observa en la figura 12 se presentan
8 cuadrantes en la cdmara y se cuenta en cada uno de ellos el niimero de trofozoitos
y se realiza por triplicado. La sumatoria de trofozoitos se divide entre 24,
obteniendo un promedio. El promedio se multiplicé por 10,000, obteniendo el

numero de trofozoitos/mL.

(X cuadrantes)
24

cel/mL = (10,000)

Nota: Cada cdmara de Neubauer presenta 8 cuadrantes y se leen 3 cdmaras. Lo que

da un resultado de 24.

H
"
|
{
‘ IF.

Fig. 12 Camara de Neubauer. A) Se observa en color café los sitios donde se coloca la

muestra para el conteo de de Entamoeba histolytica. B) Se indican con la letra
“L” los cuatro cuadrantes que se usaron para contar trofozo6itos de Entamoeba

histolytica (en total 8 cuadrantes, 4 superior y 4 inferior).
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7.4 Métodos de trabajo para Lactobacillus sp.

a)

b)

¢)

d)

Mantenimiento probidticos: Cada cultivo de L. casei, L.c.rhamnosus,
L. acidophilus y L. plantarum se mantuvo en refrigeracién a 4°C en MPT-caldo
para probidticos (Barron y Quifiones 2018), se activé tomando 50uL y se
inocularon en SmL de caldo MPT-caldo para probidticos, y se incub6 por 24 - 48

ha37°C.

Cinéticas de crecimiento de probidticos por el método de turbidimetria. Se
dispusieron de nueve tubos con tapén de rosca que contenian SmL de MPT-caldo,
y frente al mechero, se inocularon con 50 pL de cultivo de L. casei,
L.c.rhamnosus, L. acidophilus o L. plantarum, ajustando la absorbancia a 0.1,
posteriormente se incubaron en un bafio de agua a 37°C y cada hora se realizaron
las lecturas de absorbancia empleando un espectrofotémetro (Spectronic
Genesis) a una longitud de onda de 635nm se registraron y se graficaron cada

lectura.

Determinacion de la 6ptima fuente de carbono para probidticos. Se dispuso de
nueve tubos con tapon de rosca los cuales contenian SmL de MPT-caldo al cual
le fue sustituida la glucosa por alguno de estos azucares: sacarosa o fructosa o
lactosa a las dosis de 0.1, 1.0, 3.0, 5.0 y 10g/L y frente al mechero, se inocularon
con una asada de cultivo de L. casei, L.c.rhamnosus, L. acidophilus o L.
plantarum, se ajusto la absorbancia a 0.1, posteriormente se incubaron en un bafio
de agua a 37°C y cada hora se realizaron las lecturas de absorbancia y se empled
un espectrofotometro (Spectronic Genesis) a una longitud de onda de 635nm
durante un lapso de 24h, se registr0 y grafico cada lectura. Conforme a las
grificas obtenidas se selecciono la concentracién que proporcione el mayor

rendimiento celular.

Obtencion del Medio eondicionado de Lactobacillus sp. (MCL). A partir de la
cepa reactivada previamente del probidtico se tomé una asada y se agregd un
inoculé al 10% en 1 L de medio MPT-caldo, se incub6é a 37°C por 48 h, se

centrifugd 3 veces a 2,500 rpm/20 min, enseguida se separ6 el precipitado y el
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sobrenadante se recuperd, este material recuperado se esteriliz6 por filtracion
utilizando filtros millipore de 0.22 um. Posteriormente, se realizé una prueba de
esterilidad, se tomd una alicuota y se agreg6 en MPT-caldo, incubdndolo a 37°C

por 24h. El sobrenadante esterilizado por filtracién se almacené a 4°C.

e) Deteccion residual de carbohidratos mediante la Prueba de Molish a los MCL:
Para realizar la prueba de Molish, se tomaron 20 gotas de cada uno de los medios
condicionados de Lactobacillus sp. y se agregaron a un tubo de borosilicato de
13x100 mm. Posteriormente, se adicionaron 4 gotas del reactivo Molish y se
mezcl6 vigorosamente. Los tubos se colocaron en una gradilla de manera inclinada
y se afladi6 cuidadosamente 1 mL de 4cido sulfiirico concentrado. Los tubos no se
deben agitar y se dejaron reposar de manera vertical, hasta la formacién de un

anillo en la interfase.

7.5 Bioensayos

Evaluaciéon del medio condicionado con Lactobacillus sp. (MCL) sobre el
crecimiento axénico in vitro de Entamoeba histolytica: Se despegaron las células de
E. histolytica del vidrio, colocando el tubo fuente de inoculo en agua-hielo durante
20 min, se inocularon 10000 trofozoitos/mL de Entamoeba histolytica en 30 tubos
de 13x150 mL los cuales contenian 5 mL del medio MPT, 0.5 mL de suero bovino,
0.05 mL de solucién penicilina-estreptomicina y se agregd cada una de las
concentraciones a evaluar de los medios condicionados de Lactobacillus casei
(MCLc), Lactobacillus casei rhamnosus (MCLcr), Lactobacillus acidophilus
(MCLa), Lactobacillus plantarum (MCLp), se incubaron a 37°C durante 72 h.

Posteriormente se colocaron en agua hielo al congelador por 20 min, enseguida se
determinaron en tres eventos independientes por triplicado el nimero de
trofozoitos/mL empleando una cdmara de Neubauer. Se graficaron y se analizaron los

resultados.

47



7.6 Diseno estadistico:

El potencial de interferencia microbiana sobre el crecimiento axénico in vitro de
MCLc, MCLcr, MCLa y MCLp se evalud sobre el crecimiento de Entamaoeba
histolytica, usando un disefio factorial de 4*4*5*5*2 con tres repeticiones. Se valor
el rendimiento celular de cuatro cepas de Lactobacillus sp. en presencia de cuatro
variables de fuentes de carbono (glucosa, sacarosa, fructosa y lactosa) evaluando las
dosis de 0.1, 1.0, 10, 50 y 70% de cada sustrato. Con el procedimiento anterior se
obtuvo el porcentaje de inhibicién del crecimiento axénico in vitro de Entamoeba
histolytica (interferencia microbiana) del medio condicionado con Lactobacillus
casei, Lactobacillus casei rhamnosus, Lactobacillus acidophilus y Lactobacillus

plantarum.

Los datos se analizaron mediante andlisis de varianza (ANOV A) para tres factores
con efectos fijos. Las diferencias entre los pares de medias de las variables que
mostraron diferencias significativas se analizaron mediante la prueba de diferencia

significativa de Tukey. El disefio se analiz6 con un nivel de confianza del 95%.

7.7Proteinas de MCL

a) Determinacién cualitativa de proteinas mediante la prueba de Biuret: A los medios

condicionados obtenidos de cada cepa de Lactobacillus sp. se les realiz6 la prueba
de Biuret, para detectar la presencia o ausencia de proteinas por un método
cualitativo.

Se agregaron 10 gotas de cada medio condicionado en una placa de porcelana con
pocillos y se adicionaron 3 gotas del reactivo de Biuret, considerando una prueba
positiva, presencia de proteinas, se observa un vire al de color violetay la reaccién

es considerada negativa cuando el color permanece azul.

b) Curva de calibracién de proteinas por el método de Bradford: Se prepararon

soluciones stock de albimina sérica bovina a concentraciones de 0.0, 0.1, 0.25,
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0.5, 0.75 y 1.00 mg/mL. Ademas, la solucion de Bradford utilizada es de la casa
comercializadora BioRad, del cual se tom6 20 mL y se mezcl6 con 80 mL de agua
bidestilada. La solucién se filtr6 con un papel Whatman No. 1 y el filtrado se
guardd en un frasco dmbar. De la solucién madre se tom6 100 uL y se adicionaron
a un tubo de borosilicato de 13x100. Posteriormente, se adiciono 1 mL de la
solucion de Bradford y se homogeniz6 en un vortex por 15 segundos. Los
estdndares se dejaron reposar por 10 minutos, para permitir la formacién del
complejo colorido y pasado este tiempo, se realizd la lectura en un
espectrofotometro Spectronic Génesis 5, con una longitud de onda de 595 nm,
usando celdas rectangulares desechables de poliestireno con capacidad de 1.5 mL

de la marca Daigger. Para cada estdndar se realizaron 5 repeticiones.

¢) Cuantificacién de proteinas por el método de Bradford en los medios
condicionados de Lactobacillus sp. De cada uno de los MCLc, MCLcr, MCLp y
MCLa se tomaron 100 pL y se depositaron en un tubo de borosilicato de 13x100
y se les adicion6 1 mL de la solucién de Bradford diluido (1:5), se mezclaron por
segundos y se dejo reposar por 10 minutos y la lectura se realiz6 a una A=595 nm
en un espectrofotometro Spectronic Génesis 5. En el procedimiento se sometio un
control positivo (0.5mg/mL), para verificar el procedimiento y la habilidad del

técnico. Para cada uno de los medios se realizaron 5 repeticiones.

d) El contenido de nitrégeno de los medios condicionados de Lacobacillus sp se

realiz6 por la norma oficial NMX-F-608-NORMEX-2002.

e) Termo-resistencia de proteinas: Se tomaron 200 mL del medio condicionado de
La y se sometieron a bafio maria por un tiempo de 60 minutos a 80 °C. Durante el
periodo de calentamiento, se realizaron movimientos circulares del matraz que
contenia el MC, para permitir que el calor se difundiera de manera homogénea.
Terminado el tiempo de calentamiento del MCLa, se dejé enfriar a temperatura

ambiente y posteriormente, se realizaron los bioensayos adicionando a cada tubo
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las siguientes concentraciones: 1.0, 0.5 y 0.1 mL del MC termotratado, cada tubo
contenia 5 mL del medio MPT, 1.0 mL de amibas, 0.55 mL de suero antibiético.

Después de 7 dias de incubacion se realizé el conteo de células/mL.

f) Cuantificacion de proteinas mediante el programa para deteccion de proteinas del
equipo Nanodrop: La cuantificacion se realiza en un NANO DROP 2000 por
triplicado y se realizé un promedio con el fin de reducir cualquier error que se
pueda haber producido en la lectura. Se tomd 1uL del medio condicionado con
ayuda de una micropipeta y se colocé directamente sobre el pedestal.
Posteriormente, el brazo del aparato fue movido para cerrar, para permitir la
formacién de una columna entre la muestra y el brazo. El aparato desplegd la
lectura en la pantalla y se registr6 en la bitdcora. Se limpi6 el pedestal y repiti6 el

procedimiento.

f) Obtencion de proteinas de los medios condicionados por el método de
precipitacion con (NH4)2SO4 al 80% de saturacién: Se tomaron 250 mL de cada
uno de los medios condicionados de L. casei, L.c. rhamnosus, L. acidophilus y
L. plantarum, y se agregaron 140.26 g sulfato de amonio ((NH4)2SO4) para tener
una saturacion del 80%. El procedimiento se realiz6 en un bafio con hielo y se dejo
en agitacion por 24 horas a 4°C. Posteriormente, el contenido de los matraz se
dosific6 en tubos cénicos con capacidad 50 mL, éstos se llevaron a una centrifuga
marca eppendorf y fueron centrifugados a 11,000 r.p.m por 30 minutos. Por
decantacion se elimind el sobrenadante y el precipitado de proteinas con sulfato
de amonio se resuspendi6 en buffer de fosfatos 0.1 M a un pH 7.2. Ademas, se
realizé una didlisis para cada uno de los precipitados de L. casei, L.c. rhamnosus,
L. acidophilus y L. plantarum usando 10 cm de longitud de la membrana
(spectrapor® membrane tubing por*2 Cat.D1614-11), se humedecié con agua
destilada y por un extremo se até. En el interior del tubo se agregaron 5 mL de la
solucién de proteina resuspendida y en el otro extremo se ligd, para evitar la salida

de las proteinas. Posteriormente, la membrana de didlisis se introdujo en un matraz
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erlenmeyer de 500 mL que contenia agua bidestilada y se dejo en agitacion por 24,
con cambios de agua bidestilada cada 6 h. Terminada la didlisis, se extrajo la
membrana del interior del matraz y el contenido se adicioné a un tubo cénico de
15 mL y se guardé para su posterior uso en los bioensayos. Al dializado se le

realizé la prueba de Biuret, antes descrito.

h) Caracterizacion de proteinas por la técnica de electroforesis de Laemmli 1970.

e Preparacién de geles de poliacrilamida: Se realizé la electroforesis de

proteinas al medio condicionado con sacarosa al 0.5% de Lactobacillus
acidophilus, control de glucosa al 2% de Lactobacillus acidophilus y el medio
sin crecimiento de bacterias, después de la precipitacion de las biomoléculas
con (NH4)2SOs al 80% de saturacion en un sistema discontinuo
desnaturalizante. Este sistema estd conformado por dos geles de
poliacrilamida: el gel concentrador y el gel separador, que presentan diferente

concentracién, composicién y pH.

e Preparacidn del gel separador: Se prepard un volumen de 9.936 mL para la

fase separadora del gel. En un vaso de precipitado de 20 mL se adicionaron
4.06 mL de agua tridestilada estéril, 3.21 mL de un solucién stock de
acrilamida/bisacrilamida al 30% de la casa comercial de Bio Rad, 2.5 mL de
Tris en HCI con un pH de 8.8, 0.1 mL de SDS al 10%, las sustancias fueron
mezcladas para homogenizarse, posteriormente se agregé 0.05 mL de PSA al
10% y 0.016 mL de TEMED, se mezclo y la mezcla se agreg6 con una jeringa
de 3 mL, entre las placas de vidrios previamente montados. Se marcd el limite
hasta donde la matriz de acrilamida fue vertida, se trazé una linea horizontal
en el vidrio con un marcador indeleble. Para saber la ubicacién exacta de la
linea, se colocé el peine entre ambos vidrios y se midié entre uno y cinco
centimetros (dependiendo del tamafio de la cdmara) por debajo de los dientes

del peine.
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Se dejo polimerizar a temperatura ambiente por 15 a 30 minutos, usando como
control de polimerizacién la solucién de poliacrilamida remanente. Una vez
formado el gel, se lavo la parte superior del gel varias veces con agua destilada

hasta eliminar completamente los restos de acrilamida no polimerizada.

Preparacién del gel concentrador: Se mezclaron 6.1 mL de agua tridestilada estéril,

1.3 mL de una solucién stock de acrilamida/bisacrilamida al 30% de la casa
comercial de Bio Rad, 2.5 mL TRIS en HCI con un pH de 6.8, 0.1 mL de SDS al
10%, las soluciones se mezclaron en un vaso de precipitados de 20 mL, para
homogenizar la mezcla. Posteriormente se adicionaron los catalizadores, 0.050 mL
de PSA al 10% y 0.016 mL de TEMED, se homogenizé y se vertieron entre las
placas de vidrio con una jeringa de 3 mL, agregdndolo arriba del gel separador.
Inmediatamente después, se colocé el peine entre ambos vidrios secando con papel
toalla los restos de poliacrilamida que lleguen a derramarse. Se dejé polimerizar
la poliacrilamida a temperatura ambiente por 15 a 30 min usando como control de
la polimerizacion la solucién de poliacrilamida que qued6 remanente en el vaso.
Una vez formado el gel, se retir6 el peine cuidadosamente y se lavaron todos los

pocillos ya formados con chorro suave de agua destilada.

Coloracién y visualizacion de las bandas de proteinas empleando azul brillante de

Azul de Coomasie R-250. Terminado el tiempo de corrimiento, el gel de

poliacrilamida se colocé en un recipiente de plastico de 15x15x5 cm y se agregé
una solucién de azul brillante de Coomasie en un volumen que cubrid
completamente el gel. Se dejo incubar por 15-20 minutos en un aparato orbital

para generar movimientos rotatorios.

Decoloracién del gel de poliacriamida: El gel de poliacrilamida tefiido se colocd

en un recipiente de pldstico de 15x15x5 cm y se adiciond una solucién preparada
al 7% metanol y 5% 4cido acético, en un volumen que cubrié completamente el

gel. Se dej6 incubar por 30 minutos en un aparato orbital para generar movimientos
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rotatorios. Pasado el tiempo de incubacion, la solucién se eliminé y se adiciond la
misma cantidad de volumen para apreciar las bandas proteicas. Posteriormente, el
gel se dejé incubar por 12 horas con movimientos circulares constantes y se
observd en un transiluminador (Transilluminator 3uVP KodaK Edas 290), que
permitié la toma de la fotografia y el andlisis se realiz6 con el programa

computacional Kodak 1D Image Analysis Software.

7.8 Acidos grasos de MC

a)

b)

El contenido de 4cidos grasos presentes en los medios condicionados de cada cepa
se realizd6 en un laboratorio con acreditacion EMA (Entidad Mexicana de

Acreditacion) de acuerdo con la NOM-086-SSA1-1994.

Prueba de Insaturaciones: Se tom6 1 mL de los MCLa, MCLcr, MCLp y MCLc y
se agregd a un tubo de borosilicato de 13x100, posteriormente se le adicioné 1 mL
de agua, se agit6 la mezcla para homogenizarla, pasado el proceso, se afiadieron
3 gotas del KMnOy al 2%. La prueba se considerd positiva si en menos de 1 min

se observa un precipitado de color café (VER Tabla 6).

7.9 Bioensayos

Proteinas totales precipitadas con (NH4)2SOs al 80% de Saturaciéon sobre el
crecimiento de Entamoeba histolytica. Se cuantifico la cantidad de proteina
precipitada, (presente en 200 mL de medio condicionado de las cepas de L. casei,
L.c. rhamnosus, L. acidophilus y L. plantarum,) tanto para la fuente de carbono
seleccionada, asi como, para el control de glucosa al 2%. Se usaron 0.3 gramos de
proteina precipitada y se disolvieron en 1 mL de MPT, para una solucién stock al
30%. De la solucion stock se tom6 0.330 mL que se adicionaron a un tubo de
borosilicato de 13x100 que contenia 5 mL de medio MPT, 0.55 mL suero-
antibidtico, los tubos del bioensayo se incubaron por 72h a 37°C. Posteriormente

se realizo el conteo de las células empleando una cdmara de Neubauer.
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Tabla 6
Relacién de analisis realizados al MCL

Lactobacillus casei*

Control Sacarosa Lactosa Fructosa
01 | 1 10 01 | 1 10 0.1 1 10
% % % % | % % % % | %
IA de IA del MC sobre " % « % % " % " % %
MCL E. histolytica
Biuret * *k * * k * * * * *
Bradford * * * * * ® * * * ¥
it e I ER I R N I A B A B
precipitacion con
(816124212804 al ” * * ® " ® * * * *
; o de
Proteinas saturacion
Nanodrop * * * * * * * * * *
Termoresistencia * * * * * * * * * ®
TA del MC sobre " % " % % " % " " %
E. histolytica
Caracterizacion * * * * * * * * * *
Acidos Pruebas coloridas * * * * * * * * * *
grasos
N?gl\ng&SSAl' % * * % * % * * % *
El Indice de acidez
. tOtal p or la k k * k *k * 3k k k *
Acidez técnica de la
AOAC
por potenciémetro * * * * * * * * * *
Carbohidr | Prueba de Molish * * * * * * * * * *
atos
residuales

IA: Interferencia amibiana
*L. acidophilus o L. casei rhamnosus o L. plantarum.
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8. RESULTADOS

8.1 Probiodticos

a) Cinética de crecimiento de bacterias acido lacticas: En este estudio se trabajaron
cuatro cepas del género Lactobacillus: Lactobacillus casei (Lc), Lactobacillus
acidophilus (La), Lactobacillus plantarum (Lp) y Lactobacillus casei rhamnosus
(Lcr), consideradas bacterias acido-lacticas (BAL). Se realizaron cinéticas de
crecimiento de las BAL en: lactosa, sacarosa y fructosa, observando el crecimiento

celular y se identificaron las fases de cada cinética.

Lactobacillus casei
La figura 13 muestra la cinética de crecimiento de Lactobacilus casei, la cual se
realizé por un tiempo de 15 horas; posterior a este tiempo, se observa que en el
medio enriquecido con fructosa al 1.0, 2.0%; lactosa 0.1% y glucosa 2.0% se
presenta la fase estacionaria, asi como también en lactosa 2.0%, fructosa 0.5%,
sacarosa 0.5, 1.0 y 2.0%, pero esta etapa se presenta en menos de 11 horas.
Lactobacillus casei en las fuentes de carbono con sacarosa y fructosa al 0.1% y
lactosa al 0.5 y 1.0% present6 la fase de muerte. La cepa exhibe un mayor
rendimiento en el medio MPT adicionado con sacarosa al 2.0%, al obtener 1.7037
de absorbancia, a las 9 h de incubacion. En el control, medio MPT con Glucosa al
2.0%, a las 9 horas de incubacion, se presentd una absorbancia de 1.4218,

generando menor rendimiento celular.

Los resultados que se muestran en la figura 14, son las absorbancias obtenidas a
las nueve horas de incubaciéon de las fuentes de carbono evaluadas y sus
concentraciones, demostrando que L. casei tiene facilidad para consumir sacarosa,

exhibiendo una diferencia significativa con respecto a fructosa y lactosa.
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Fig.13 Cinética de crecimiento de Lactobacillus casei con diferentes fuentes de carbono y differetnes concentraciones (n=-3), tomando

como referencia glucosa 2% (control).
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Fig. 14. Comparacion del crecimiento de L. casei a las 9 h de incubacidn, de las 4

fuentes de carbono

En la figura 15 se presenta el andlisis del rendimiento celular de L. casei en glucosa
y sacarosa al 2% a las nueve horas, debido a que es donde se adquiere el mayor
rendimiento en ambos azucares, observando que existe diferencia significativa con

p=0.5%, entre el control y la fuente de carbono elegida.

Lactobacillus plantarum

La cinética de L. plantarum se realiz6 por un tiempo de 11 horas, observando que
después de las 8 horas, en algunos tratamientos presentaba la fase estacionaria,
como: lactosa 0.1, 0.5, 1.0%; sacarosa 0.5, 1.0, 2.0%; fructosa 2.0% y glucosa
2.0%. En el ensayo de lactosa al 2.0% la fase de muerte se observé a las 6 horas,
asi como, sacarosa 0.1%, fructosa 0.1, 0.5 y 1.0%. Estos resultados se muestran en

la figura 16.
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Fig. 15. Comparacion del crecimiento en el cultivo de L. casei en presencia de sacarosa
y glucosa al 2%.

En la figura 17 se muestran las absorbancias obtenidas al incubar a
L. plantarum en las cuatro fuentes de carbono a las 9 horas de incubacién, debido a
que la cepa en glucosa al 2% muestra a este tiempo el mayor crecimiento celular. Se
observa graficamente que no existe diferencia significativa entre sacarosa al 1.0% y
lactosa 0.1%, pero esta ultima registra el uso de menor cantidad de azicar que

sacarosa.
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Fig. 16 Cinética de crecimiento de Lactobacillus plantarum, con diferentes fuentes de carbono y diferentes concentraciones (n=3),

tomando como referencia glucosa 2% (control).
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Fig. 17. Comparacién del crecimiento de L. plantarum a las 9 horas de incubacion, de

las 4 fuentes de carbono.

En la curva de crecimiento de L. plantarum alas 10 h se observa mayor absorbancia

en presencia de sacarosa 1.0 y 2.0%, determinando un rendimiento celular de

1.57314 y 1.71386 respectivamente, pero esta BAL desarroll6 mayor rendimiento

celular en lactosa 0.1%, al estimar una absorbancia de 1.73640 a las 9 horas de

incubacién. En glucosa al 2.0%, se present6 una absorbancia 1.49800, a las 9 horas

de incubacidn y al termino del ensayo, no exhibié mayor crecimiento celular (Fig.

18).
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Fig. 18. Comparacion del crecimiento de L. plantarum en presencia de lactosa 0.1%

y glucosa al 2%.

Lactobacillus acidophilus

Se incubd por un periodo de 13 h. En todos los tratamientos de las fuentes de
carbono se observo la fase estacionaria, aproximadamente a las 7 h. de incubacién.
En ningun tratamiento se exhibe la fase de muerte. Los datos se muestran en la figura

19.
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Fig.19 Cinética de crecimiento de Lactobacillus acidophilus, con diferentes fuentes de carbono y diferentes concentraciones (n=3),

tomando como referencia glucosa 2% (control).




Las absorbancias registradas por L. acidophilus a las nueve horas, fueron analizadas,
observando que no existe diferencia significativa con una p =0.5%, entre las
concentraciones de 0.5, 1.0 y 2.0 % de sacarosa, pero hay diferencia significativa

con el control, glucosa 2.0%. Los resultados se muestran en la figura 20.
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Fig. 20. Comparacién del crecimiento de L. acidophilus a las 9 horas de incubacion, de las

4 fuentes de carbono.

En la figura 21 se observa que existe diferencia significativa con p<0.5% entre la
sacarosa al 0.5 % que presenta una absorbancia de 1.31 a las 9 horas incubacién y
la glucosa al 2.0% a las 10 horas de inoculado la BAL con una absorbancia del
1.1538, demostrando que la fuente de carbono elegida genera un mayor rendimiento

celular.
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Fig. 21. Comparacion del crecimiento de acidophilus en presencia de sacarosa 0.5, 1.0, 2.0%

y glucosa al 2%.

En lactosa al 0.1% inoculado con Lactobacillus acidophilus se observd un menor

rendimiento celular, alcanzando su maxima absorbancia a 0.75100 a las 9 h.
Lactobacillus casei rhamnosus

El tiempo de incubacién para Lactobacillus casei rhamnosus fue de 17 horas, como
se muestra en la figura 22. Los ensayos con lactosa y fructosa en sus 4

concentraciones presentaron la fase estacionaria después de las 8 horas, obteniendo

una absorbancia de 1.50979
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Fig.22 Cinética de crecimiento de Lactobacillus casei rhamnosus, con diferentes fuentes de carbono y diferentes concentraciones (n=3),

tomando como referencia glucosa 2% (control).



En la figura 23 se analiz6 las fuentes de carbono a nueve horas de incubacion,
observando que glucosa al 2.0% presenta la mayor absorbancia, la lactosa 0.5
y 1.0%, fructosa 0.1, 1.0 y 2.0%, con respecto al control no hay diferencia
significativa con p=0.5%. Las sacarosas en sus 4 concentraciones tienen

diferencia significativa, al comparar con la glucosa al 2.0%.
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Fig. 23. Comparacion del crecimiento L. casei rhamnosus en presencia de sacarosa 0.5,

1.0, 2.0% y glucosa al 2%.

En la curva de L.casei rhamnosus (Fig. 22) se observa que el control de glucosa al
2.0% muestra la fase exponencial, después de incubar por 17 horas. En sacarosa al

1.0y 2.0% present6 la misma tendencia, a las 15 horas, con una absorbancia de 1.78.

En el andlisis estadistico de sacarosa al 1.0% y glucosa al 2.0 del cultivo de
L. casei rhamnosus se observa diferencia significativa con p< 0.5%, determinando
que existe mayor crecimiento celular en glucosa (Fig. 24). En la fig. 22 se observa
que la sacarosa al 1.0% y glucosa al 2.0% presentan un desarrollo idéntico, ya que

a las 15 horas de incubacién en ambas fuentes de carbono la bacteria sigue
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crecimiento, mostrando incrementos en la absorbancia, lo que indica que sacarosa,

presenta una buena fuente de carbono para el microorganismo.
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Fig. 24. Comparacion del crecimiento de L. casei rhamnosus en presencia de sacarosa 1.0% y

glucosa al 2%.

En la Tabla 7 se presentan las 4 cepas de probidtico, el azicar que presentd la mayor
absorbancia y su comparacién con glucosa como control, asi como la concentracion.
A partir de estos resultados, los experimentos posteriores se trabajaron bajo estas

condiciones.
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Tabla 7

Probidticos y fuente de carbono seleccionada

Sacarosa 2.0 1.7037
L. casei

Glucosa 2.0 1.4218

Lactosa 0.1 1.73640
L.plantarum

Glucosa 2.0 1.49800

Sacarosa 0.5 1.31000
L. acidophilus

Glucosa 2.0 1.15380

Sacarosa 1.0 1.78414
L. casei rhamnosus

Glucosa 2.0 1.99900

8.2 Cinética de crecimiento de E. histolytica

En la figura 25, se observa el crecimiento de E. histolytica, los datos reflejan las
fases de adaptacion, exponencial y de muerte, por lo cual no exhibe la etapa
estacionaria y desciende drasticamente el nimero de células, de 95,416 a 19,100
cél/mL, después del sexto dia de incubacion. La fase de adaptacion se desarrolla
desde el dia cero hasta el segundo dia de incubacion, alcanzando 7,083 cél/mL., se
observa claramente que después de las 50 h de incubacién se inicia la etapa
exponencial, la cual termina en el sexto dia. Durante este tiempo, se exhibe un
incremento del ndmero de células, de 18,750 hasta 95,416 cel/mL. en el sexto dia

y al séptimo dia se observa un descenso muy marcado.
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Fig. 25. Cinética de crecimiento de E. histolytica.

8.3 Actividad biolégica del MCL sobre E. histolytica

Los medios condicionados de L.casei, L. plantarum, L. acidophilus y L. casei
rhamnosus, con la fuente de carbono, la concentracion elegida (Tabla 7) y el control
se evaluaron sobre el crecimiento axénico in vitro de E. histolytica al sexto dia de
incubacion, con dosis de 0.1, 1.0, 10.0, 50.0 y 70.0% del medio condicionado. Los
bioensayos se observaron al microscopio invertido, para determinar la presencia o
ausencia de trofozoitos de E. histolytica y se realizaron observaciones morfoldgicas
de E. histolytica. En el control se observé un cultivo homogéneo, no se presentaron
células redondeadas, los trofozoitos tenian un aspecto pleomorfico y exhibieron
movimiento. Al realizar las observaciones de los tubos adicionados con el medio
condicionado, se presentaron células mdviles, pequenas, redondeadas, agrupadas y
detritus celulares. En las dosis bajas se observé que los trofozoitos se presentaban

en red y adheridos en el fondo del tubo.
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Las dosis de los medios condicionados de 50 y 70%, presentaron el 100% de
inhibicién de los trofozoitos de E. histolytica, al observar los tubos al microscopio
invertido, sélo se presentaron células redondeadas, los datos no se graficaron en la
figura 26. Las dosis de 0.1, 1.0 y 10% evaluadas sobre E. histolytica exhibieron
porcentajes de inhibicion menor al 100%. La figura 26 presenta los resultados de
inhibicion de E. histolytica, y se hace destacar que L. acidophilus-sacarosa a la dosis
de 0.1%; L. plantarum, L. acidophilus y L. casei rhamnosus- glucosa a la dosis de
1.0% presentaron 98.66% de inhibicion. L.casei-glucosa 0.1% exhibié 16.52%,
demostrando el porcentaje de inhibiciéon mas bajo y que no presenta diferencia
significativa p=0.5%, con los tratamientos restantes. Lp lactosa 1.0% presenta
36.61% de inhibcién y Ler glucosa 0.1% exhibe 43.31%, el anélisis de los datos,
muestra que existe diferencia significativa con p=0.5%, entre los dos tratamientos.
Lc sacarosa 1.0%, inhibi6 68.53% a E. hitolytica, Lc glucosa y La sacarosa al 10%
exhibieron 72.77 y 73.21% de inhibicion, demostrando que no existe diferencia
significativa entre estos tratamientos con p=0.5%. Lp lactosa y Lp glucosa al 10%,
no presentaron diferencia significativa en el porcentaje de inhibicidn, exhibiendo
79.46 y 84.82% de interferencia microbiana. Los tratamientos restantes presentaron
interferencia microbiana arriba del 90% y el analisis estadistico muestra que no

existe diferencia significativa entre los tratamientos con p=0.5%.

71



(44

110

100

920

80

70

60

50

40

Porcentaje de Inhibicion

30

20

10

o\° o\ o\
Q\ '\\ Q\

Qe\o \o\o Qo\o Qo\o ’\o\o Qo\o

o )

N N N - DY N

C’)Q Iy © %Q %'\ 5

R ‘ . . . >
\}Q \;Q ‘,Q . ﬁ’ s

TRATAMIENTOS

OJ Ol
O° W

(\}

NS

o o0 ©o
?

> >

N

o\e

N

ot
W

o o o\ va pr Qﬁp o\e

N Q
Q+ _ NS N7 Qs NS N
9 9 92 o0 0o ©
'Y L I I $’

et ¢ N Mo
\,. \, \/‘ \/‘ \/

Fig. 26 Actividad Biolégica de Medio Condicionado sobre el crecimiento axénico in vitro de E. histolytica.




La Tabla 8 muestra el resumen de la interferencia microbiana exhibida por los
medios condicionados de Lactobacillus sp (MCL), asi como la desviacion estandar
entre la fuente 6ptima de carbono y el control (glucosa), a la misma dosis, indicada

con un “Si” o un “No”.

El medio condicionado de L. casei presentd interferencia microbiana (IM) sobre el
crecimiento de E. histolytica, al evaluar las dosis de 0.1, 1.0, y 10 %, obteniendo un
porcentaje de inhibicion de 95.98, 68.53 y 97.77 (Fig. 27). En el MC con glucosa al
2% a las mismas dosis, la IM fue de 16.52, 97.32 y 72.77%, la inhibicién en la dosis
del 50%, fue total.
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Fig. 27. Porcentaje de inhibicion del MCLc sobre el crecimiento axénico in vitro de E. histolytica.
(p=0.5)
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Tabla 8

Concentracidn de resultados de la interferencia amibiana de los MC con Lactobacillus sp

y la fuente optima de carbono

0.1 95.98
S1/G.1 Si
Sacarosa[2%] 1.0 68.53
10.0 97.77
L. casei S1/G1 Si
0.1 16.52
Glucosa[2%] 1.0 97.32
S10/G10 | Si
10.0 72.77
0.1 96.88
L.1/g.1 | No
Lactosa [.1%] 1.0 36.61
10.0 79.46
L. plantarum Ll/gl Si
0.1 96.88
Glucosa[2%] 1.0 98.66
L10/gl0 | No
10.0 84.82
0.1 98.66
S.1/g.1 | No
Sacarosa[.5%] 1.0 97.77
10.0 73.21
L. acidophilus S1/¢g1 No
0.1 96.88
Glucosa [2%] 1.0 98.66
S10/gl0 Si
10.0 84.82
0.1 94.20
S1/¢g.1 Si
Sacarosa[1%] 1.0 93.75
10.0 95.09
L.c. rhamnosus S1/g1 No
0.1 43.31
Glucosa[2%] 1.0 98.66
S10/gl0 | No
10.0 97.14
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Los medios condicionados de L. plantarum exhibieron Interferencia Microbiana
(IM). En las dosis de 0.1%, el MC con lactosa y glucosa presenté 96.88% de
inhibicidn, en el tratamiento con 1.0%, en lactosa la IM fue de 36.61% y en glucosa
98.66% de actividad bioldgica y en la dosis de 10%, la lactosa presentd actividad
amebicida de 79.46 % y en glucosa 84.82% (Fig. 28).
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Fig. 28. Porcentaje de inhibicién del MC de Lp sobre el crecimiento
axénico in vitro de E. histolytica (p = 0.5).

El MC con sacarosa de L. acidophilus en las dosis 0.1, 1.0 y 10%, presentd los
siguientes porcentajes de inhibicion: 98.66, 97.77 y 73.21%. En el bioensayo con
glucosa a las dosis anteriores, la IM fue de: 96.88, 98.66 y 84.82 %, los resultados

se muestran en la figura 29.
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Fig. 29. Porcentaje de inhibicion del MCLa sobre el crecimiento axénico in vitro
de E. histolytica. (p =0.5).

Las dosis de 0.1, 1.0 y 10% del MC con sacarosa de L.c. rhamnosus exhibieron IM
de 94.20, 93.75 y 95.09, asi como en el MC con glucosa, mostrando actividad
bioldgica en un 43.31, 98.66 y 97.14%. En la figura 30 se muestra el andlisis
estadistico, demostrando que no existe diferencia significativa entre los tratamientos

con una p= 0.5%, entre el MC con sacarosa y el control, glucosa.

La figura 31 muestra el anélisis estadistico p=0.5% con las dosis de 0.1 y 1.0% de

los resultados obtenidos en cada uno de los bioensayos.
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8.4 Pruebas Bioquimicas de los Medios Condicionados (MC)

A los medios condicionados de las cuatro cepas, tanto para la fuente de carbono y
de glucosa se les realizaron diferentes pruebas bioquimicas coloridas, para observar
la presencia o ausencia de biomoléculas, asi como, si muestran algin grupo
funcional. Se utiliz6 como control negativo el medio MPT, pero sin crecimiento

bacteriano, solo esterilizado y filtrado.

En la tabla 9 se presentan los resultados de las pruebas de Molish, para
carbohidratos; prueba de Biuret, para proteinas; prueba de insaturaciones, para

presencia de cadenas hidrocarbonadas con dobles enlaces y prueba de carbonilos.

Tabla 9
Pruebas Bioquimicas de los Medios Condicionados

Lc-sacarosa + + - - -
Lc-glucosa + + - - -
Lp- Lactosa + + - - -
Lp-glucosa + + - - -
La-sacarosa + + + - -
La-glucosa + + - - -
Ler-sacarosa + + - - -
Ler-glucosa + + - - .
Medio MPT + - - + .
Prueba Positivo Anillo  Color Precipitado Precipitado  Rojo-Violeta
morado violeta café<1min  amarillo o

naranja

Prueba: (+) positiva, (-) negativo.
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Los medios condicionados de las cuatro cepas presentaron pruebas negativas para
carbonilos y aromaticidad. La prueba de aromaticidad en el control (MPT) fue
negativa, pero en el andlisis de carbonilos dio positivo. Al realizar la prueba de
insaturaciones en los medios condicionados L. acidophilus sacarosa fue el tinico en

presentar la prueba positiva (Tabla 8).

Todos los medios condicionados de los probidticos en estudio presentaron prueba
positiva para carbohidratos, pero en diferente intensidad, siendo Lc- sacarosa, Lc-
glucosa; Ler-glucosa y control, los que exhibieron una mayor intensidad en el anillo

de color morado, el resto lo present6 de ligero a moderado.

Los MC con las fuentes de carbono y glucosa, de las cuatro BAL, fueron positivas
para la prueba Biuret, pero el medio MPT, mostré una prueba negativa, lo que indica
que el control, no presenta proteinas. El MC con sacarosa de L. casei, demostrd
mayor intensidad al resto de los medios condicionados su color fue de moderado a

débil (Tabla 8).

En la figura 32 se muestra el porcentaje de inhibicién de E. histolytica, del MC de
L. acidophilus, después de ser sometido a un tratamiento térmico. Las dosis
evaluadas fueron 0.1, 0.5 y 1.0%, para el MC con La-sacarosa 0.5% y La-glucosa
2.0%. El tratamiento de La-sacarosa 0.1% no present6 inhibicién, y tienen el mismo
nimero de trofozoitos que el control, 32,000 cel/mL. La-glucosa 0.5 y 1.0%,
presentan 87.50 y 96.88% de inhibicién, por lo cual no tienen diferencia
significativa con p=0.5%. Los tratamientos de La- sacarosa presentaron bajos
porcentajes de inhibicién, mientras que La- glucosa exhibieron altos indices de
interferencia amebicida, obteniendo diferencia significativa entre el control

(glucosa) y la fuente de carbono 6ptima (sacarosa), p=0.5%.
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Fig. 32. Inhibicién porcentual del crecimiento de E. histolytica por accién del MC-La
sometido a calentamiento a 80°C/h.

8.5 Proteinas de los Medios condicionados

La tabla 10 presenta el contenido de proteinas obtenido de los MC, después del
tratamiento con sulfato de amonio al 80% de saturacion. El control presenté mayor
contenido de proteinas, al exhibir 0.6347 g. El MC con sacarosa 1.0% de Lcr
present6 0.6525 g de proteina y el de glucosa 2.0% tiene 0.6347 g. demostrando que
no existe diferencia significativa, p=0.5%. Los MC con glucosa al 2.0% de Lc, Lp 'y
La, mostraron mayor contenido proteico, mientras que las fuentes 6ptimas contienen
menor cantidad. El contenido de proteinas del MC de Lc y La, entre glucosa y la

sacarosa presentan diferencia significativa, p=0.5% (Fig. 33).
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Tabla 10

Contenido de proteinas presentes por cada 200 mL de medio condicionado

. _ Sacarosa 0.3053

- caset Glucosa 0.3963

L olant Lactosa 0.3268
-ptantarum Glucosa 0.3403

] . Sacarosa 0.4506

L. acidophilus Glucosa 0.5367

. - Sacarosa 0.6525
. casel rhamnosus Glucosa 0.6347
Control MPT Glucosa 0.6347

0.7

o o o o o
N W » (3] o

Gramos de proteinas (g)

o
3

Lc Lc Lp Lp La La Ler Ler Control
sacarosa glucosa lactosa glucosa sacarosa glucosa sacarosa (dlucosa (MPT)

Fig. 33. Comparacion del rendimiento (g) de proteinas entre los medios condicionados de
Lactobacillus sp, con una p=0.5%

La Tabla 11 muestra los resultados de las pruebas de Biuret y de insaturaciones,
realizadas a los sobrenadantes y las proteinas precipitadas de los MC de Lactobacills
sp. La renina su usé como control positivo para proteinas y agua como control

negativo.
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Tabla 11

Pruebas bioquimicas de los precipitados y sobrenadantes de los MC de las BAL

Sobrenadante - +

Sacarosa
Precipitado + +

L. casei

Sobrenadante - +

Glucosa
Precipitado + +
Sobrenadante - +

Lactosa
Precipitado + +

L.plantarum

Sobrenadante - +

Glucosa
Precipitado + +
Sobrenadante - +

Sacarosa
Precipitado + +

L. acidophilus

Sobrenadante - +

Glucosa
Precipitado + +
Sobrenadante - +

Sacarosa
L. casei Precipitado + +
rhamnosus Sobrenadante - +

Glucosa
Precipitado + +
Control Agua - -
Control (NH4)2SO4 - -
Control Renina + -

Prueba: (+) positiva, (-) negativo.
Las proteinas purificadas obtenidas de los MC de las 4 BAL, se evaluaron sobre E.

histolytica, observando que exhibe interferencia microbiana. La concentracién de

proteina valorada fue del 7 % m/v (Fig. 34).
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Al medio MPT se le adiciona antibidtico, con la finalidad de evitar el crecimiento
bacteriano, por lo tanto, dentro del bioensayo se consideré realizar un control con
antibidtico y agregando sales de sulfato de amonio, debido a que la sal se us6 para
precipitar las proteinas. El nimero de células viables para este control fue de 12,083
y el control que no present6 ninguna adicién en el medio MPT presenté 35,833
cél/mL viables de E. histolytica. El nimero de células viables reales fue de 23,750

cél/mL, este valor se usé para determinar el porcentaje de inhibicion.
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Fig. 34 Porcentaje de Inhibicién con proteinas purificadas a dosis de 7%, (p=0.5%).

En la Figura 34 se presentan el porcentaje de inhibiciéon de E. histolytica en
presencia proteinas purificadas preparadas a una dosis del 7%, al analizando la
fuente de carbono seleccionada y glucosa. Ademds, dentro del estudio su utiliz6 la
droga de eleccién, el metronidazol, a una concentracion de 0.1442 pg/mL,

concentracion considerada como la DLso. El resultado no se muestra en la grafica
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de la figura 34, pues en las observaciones a microscopio del bioensayo, no se

presentaron trofozoitos, s6lo células redondeadas, pequefias y sin movimiento.

Las proteinas totales de los MC a dosis de 7% de las cuatro cepas con sacarosa y
lactosa, presentaron IM mayor a 95%. Las proteinas obtenidas de L. casei-sacarosa
presento el mayor efecto inhibitorio con una inhibicion del 98.244% y el control L.
casei-glucosa present6 100% de IM, estos datos no presentan diferencia

significativa.

Las proteinas totales obtenidas de L. plantarum-lactosa present6 una IM de 97.27%.
y el control L. plantarum-glucosa present6 una IM de 75.44%, en estos datos si se

observa diferencia significativa entre los porcentajes de IM.

Las proteinas totales obtenidas de L. acidophilus-sacarosa presenté una IM de
96.49% vy el control L. acidophilus-glucosa present6 una IM 92.98% de IM sobre
E. histolytica, estos porcentajes de IM no exhiben diferencia significativa (ver Fig.

34).

De todos los porcentajes de IM sobre E. histolytica, s6lo se observé diferencia
significativa en el ensayo realizado con las proteinas totales obtenidas del cultivo de

L. plantarum-glucosa.

8.6 Electroforesis del Medio condicionado de L. acidophilus

Los medios condicionados de glucosa, sacarosa y control de esta cepa, se les
cuantific6 el contenido de proteina por el método de Bradford, determinando que

presentan: 14.43 mg/L, 16.756 mg/L y 12.18 mg/L respectivamente (ver Anexo I).
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Estos datos permiten concentrar las proteinas del MC para realizar la electroforesis

al 8% y al 12%.

En la Figura 35 se observa el bandeo obtenido de las muestras de proteinas totales
obtenidas de a) L. acidophilus-sacarosa, b) L. acidophilus-glucosa y c) Medio de
cultivo (MPT) en un gel de poliacrilamida al 12%. En la imagen (a) se presentan
dos bandas, la banda superior corresponde a un peso molecular aproximado de
71KDa y la banda inferior corresponde atin peso molecular aproximado de 9.5KDa.
En la imagen (b) sélo se observé una banda con un peso molecular aproximada de
9.1 KDa, en laimagen (c) se observé una banda correspondiente a un peso molecular

de aproximadamente 7.6 KDa.
En la Figura 36 se observa el bandeo obtenido de las muestras de proteinas totales
obtenidas de a) L. acidophilus-sacarosa, b) L. acidophilus-glucosa y ¢) Medio de

cultivo (MPT) en un gel de poliacrilamida al 8%.

En la muestra (a) se observa la presencia de 8 bandas bien definidas
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Fig. 35 Electroforesis de proteinas de L. acidophilus en gel de poliacrilamida [12%].
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Fig. 36. Electroforesis de proteinas de L. acidophilus en gel de
poliacrilamida [8%].



8.7 Analisis bromatolégicos de los Medios condicionados

A los medios condicionados se les determind el contenido de proteinas totales y
dcidos grasos totales. L. acidophilus presentd 2.85% de proteinas en el medio
condicionado con sacarosa al 0.5%, mostrando mayor contenido proteico que
glucosa 2.0%, que presenta 2.26% y el control MPT, con 2.30%. L. plantarum
presenta el menor contenido de proteinas en el MC con lactosa al 0.1%, registrando
2.37% y ala vez menor cantidad en glucosa al 2%, con 2.26% de proteinas. L. casei
rhamnosus mostré el mayor contenido de grasas reportando 1.30%, mientras que la
glucosa al 2.0%, se reporté 0.73% y para el control 0.56%.Los resultados se

muestran en la Tabla 12.

Tabla 12

Analisis Fisicoquimicos de los Medios Condicionados

Sacarosa (2%) 2.41 1.04
L. casei
Glucosa 2.31 0.72
Lactosa (0.1) 2.37 1.03
L.plantarum

Glucosa 2.26 0.76
Sacarosa (0.5) 2.85 0.85

L. acidophilus
Glucosa 2.26 0.63
L casei Sacarosa (1%) 2.38 1.30
rhamnosus Glucosa 227 0.73
Control (MPT) Glucosa (2%) 2.30 0.56
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El medio condicionado de L. acidophilus mostré mejor respuesta ante el crecimiento de
E. hitolytica, por lo cual al MC se le cuantificé el contenido de acidez total en base
himeda, exhibiendo 0.5451% en MC sacarosa y 0.5095% en glucosa (Tabla 13). La
acidez en el MC con sacarosa y el MC con gluocsa, no mostré diferencia significativa con

p<0.5% (Fig. 37)

Tabla 13

Analisis fisicoquimico de acidez del MC de L. acidophilus.

L. acidophilus 0.3151% 0.5451% 0.5095%

Ademais, el contenido de proteinas de los medios condicionados se medié por el método

de Bradford, estos resultados se muestran en la Tabla 14.

Tabla 14
Contenido de proteinas por el Método de Bradford

Sacarosa (2%) 0.0539
L. casei
Glucosa (2%) 0.0446
Lactosa 0.0525
L.plantarum
Glucosa 0.0464
Sacarosa 0.0842
L. acidophilus
Glucosa 0.063
Sacarosa 0.181
L. casei rhamnosus
Glucosa 0.0848
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Tabla 15

Compendio de resultados del analisis a los MCL con actividad de interferencia amibiana

Lactobacillus casei

Control (Glucosa 2%)

Sacarosa 2% (FC)

0.1% 1.0% 10.0% | 0.1% 1.0% 10.0%

IA MC sobre 16.52 97.32 72.77 95.98 68.53 97.77
E. histolytica
Resultados de las pruebas cualitativas y cuantitativas MC
Prueba Control (Glucosa 2%) Sacarosa 2% (FC)
Biuret + +
Bradford
gL 0.0446 0.0656
NMX-F-608-
Proteinas NORMEX-2002 2.31 2.41
(%)
Nanodrop
i) 1.022 1.201
precipitacion con 0.3963 g/200 mL 0.3053 g/200 mL
(NH4)2SO4al 80%
de saturacion 7.0% 7.0%
IA del MC sobre
E. histolytica 100 98.24
(%)
Acidos Pruebas coloridas - -
grasos
NOM-086-SSA1-
1994 0.72 1.04
(%)
Carbohid | Prueba de Molish
ratos + +
residuales

IA: Interferencia amibiana
FC: Fuente de Carbono
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Tabla 16
Compendio de resultados del analisis a los MCL con actividad de interferencia amibiana

Lactobacillus plantarum

Control (Glucosa 2 %) Lactosa 0.1% (Fuente de
carbono)

0.1% 1.0% 10% 0.1% 1.0% 10%

IA USRI 96.88% | 98.66% | 84.82% | 96.88% | 36.61% | 79.46%
E. histolytica
Resultados de las pruebas cualitativas y cuantitativas MC
Prueba Control (Glucosa 2 %) Lactosa 0.1% (FC)
Biuret + +
Bradford
(el 0.0464 0.0785
NMX-F-608-
Proteinas | NORMEX-2002 2.26 2.37
(%)
Nanodrop
gl 0.94 1.095
precipitacion con 0.3403g/200mL 0.3268g/200mL
(NH4)2SO4al 80%
de saturacion 7.0% 7.0%
IA del MC sobre
E. histolytica 75.44 97.27
(%)
Acidos Pruebas coloridas - -
grasos
NOM-086-SSA1-
1994 0.76 1.03
(%)
Carbohid | Prueba de Molish
ratos + +
residuales

IA: Interferencia amibiana
FC: Fuente de Carbono
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Tabla 17

Compendio de resultados del analisis a los MCL con actividad de interferencia amibiana

Lactobacillus acidophilus

Control (Glucosa 2 %) Sacarosa 0.5% (FC)
0.1% 1.0% 10% 0.1% 1.0% 10%
1A MC sobre
E. histolytica 96.88% | 98.66% | 84.82% § 98.66% | 97.77% | 73.21%
Resultados de las pruebas cualitativas y cuantitativas MC
Prueba Control (Glucosa 2 %) Sacarosa 0.5% (FC)
Biuret + +
Bradford
il 0.063 0.095
NMX-F-608-
Proteinas NORMEX-2002 2.26 2.85
(%)
Nanodrop
(mg/mL) 2.136 1.838
PO 0.5367 g/200mL 0.4506 g/200mL
con (NH4)ZSO4
A 7.0% 7.0%
saturacion
IA del MC sobre
E. histolytica 92.98 96.49
(%)
Pruebas +
Acidos coloridas i
grasos NOM-086-
SSA1-1994 (%) 0.63 0.85
Carbohidratos Prueba de
residuales Molish i *
El Indice de
acidez total por la
técnica de I 0.5095 0.5451
AOAC (%)
Acidez Sin Sobrenadante Sin Sobrenadante
eh precipitar precipitar
4.67 4.74 4.57 4.67

IA: Interferencia amibiana
FC: Fuente de Carbono
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Tabla 18

Compendio de resultados del analisis a los MCL con actividad de interferencia amibiana

Lactobacillus casei rhamnosus

Control (Glucosa 2 %) Sacarosa 1.0% (FC)
0.1% 1.0% 10% 0.1% 1.0% 10%
IA MC sobre 43.31 98.66% | 97.14% | 94.20% | 93.75% | 95.09 %
E. histolytica
Resultados de las pruebas cualitativas y cuantitativas MC
Prueba Control (Glucosa 2%) Sacarosa 1.0 % (FC)
Biuret + +
Bradford
sl 0.0848 0.191
Protei
FOREAS T I MXF-608-
NORMEX-2002 2.27 2.38
(%)
Nanodrop
sl 2.525 5.134
precipitacién con 0.6347g/200mL 0.6525g/200mL
(NH4)2SO4al 80%
de saturacion 7.0% 7.0%
IA del MC sobre
E. histolytica 100 95.44
(%)
Acidos Pruebas coloridas - -
grasos
NOM-086-SSAI1-
1994 (%) 0.73 1.30
Carbohidr
atos Prueba de Molish + +
residuales

IA: Interferencia amibiana
FC: Fuente de Carbono
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9 DISCUSION

Los carbohidratos constituyen la mayor parte de la materia orgénica de la tierra, debido a
sus funciones importantes en todas las formas de vida, destacando la formacién de paredes
celulares de bacterias y plantas, armazon estructural del ADN y del ARN, se unen a
proteinas y lipidos para ejercer las interacciones entre las células y su entorno, pero su
principal actividad es la de almacenar y producir energia, asi como, la obtencién de
metabolitos intermediarios (Berg ef al. 2008). La glucosa, monosacérido y aldohexosa se
emplea como la principal fuente de energia para los microorganismos y por el cual inicia
el catabolismo, para generar las rutas metabdlicas. Waldir e al. 2007 y Gonzélez et al.
2008, realizaron curvas de crecimiento de L. casei y L. delbrueckii usando como fuente
de carbono glucosa entre el 2.0- 2.5%, la mayoria de los medios empleados para el
crecimiento bacteriano utilizan estas concentraciones, obteniendo grandes cantidades de
UFC/mL. En nuestra investigaciéon modificamos la fuente de carbono sobre el crecimiento
de L. casei, L. plantarum, L. acidophilus y L. casei rhamnosus, empleando sacarosa,
disacdrido formado por fructosa y glucosa, con un enlace glicosidico al-2; lactosa,
disacarido formado por glucosa y galactosa, enlace glicosidico B1-4 y fructosa,
monosacdrido y cetohexosa; como control se utilizdé glucosa al 2%. Por otro lado, se
modifico la concentracion de estos azicares, evaluando dosis de 0.1 %, 0.5 %, 1.0 % y
2.0 %. Las figuras 13, 16, 19 y 22 muestran el crecimiento de las BAL, en funcién de la
absorbancia dependiente del tiempo. Los resultados de las cinéticas de crecimiento
demuestran que los probidticos tienen la capacidad para crecer en las diferentes fuentes
de carbono y en las diferentes concentraciones de azucar, observando que existe una
variacidn en el crecimiento bacteriano, debido a la variacion de absorbancia durante el
tiempo de incubacién, por lo cual los probidticos no requieren exclusivamente de glucosa

al 2.0%.

El crecimiento de L. casei (Fig. 13), L. plantarum (Fig. 16), L. acidophilus (Fig. 19) y

L. casei rhamnosus (Fig. 22) se evaluaron entre 11 a 17 horas. En la cinética de
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crecimiento de las BAL se observan la fase de adaptacion, exponencial, estacionaria y de

muerte, permitiendo el desarrollo y viabilidad de las bacterias (Madigan 2004.)

Las concentraciones y fuentes de azucares evaluados permitieron el desarrollo de
L. casei. En la fig. 14 se presenta el andlisis de las concentraciones y fuentes de azucares
a las 9 horas de incubacion, observando mayor crecimiento en la fuente de carbono de
sacarosa al 2%, el cual presenté una absorbancia de 1.7037. En la fuente de carbono de
lactosa, L. casei exhibié bajos rendimientos en las 4 concentraciones evaluadas,
obteniendo una absorbancia promedio de 0.9345, el anélisis estadistico demuestra que no
existe diferencia significativa entre estos tratamientos. La fase de muerte (Fig. 13) en esta
fuente de carbono se presento a las seis horas de incubacién, por lo cual L. casei requiere
mayor concentracién de lactosa y prolongar el tiempo de incubacién para obtener un
excelente rendimiento, esto lo demuestra Escobar et al. 2010, evaluaron el lacto suero
clarificado, rico en lactosa, sobre el crecimiento de L. casei. El crecimiento de la cepa por
absorbancia a A=550 nm fue mayor a 8.0, el cual se determiné a las 96 horas, a partir de
este tiempo, la absorbancia disminuye. Ademds, Gonzélez et al. 2008, demostraron que
Lactobacillus casei y L. plantarum, presentaron tasas de crecimiento del orden de 10° y
10''en el jugo de Aloe vera variedad barbariensis que es rico en manosa. Ellos mencionan
que el numero de organismos producidos en los cultivos de ambas cepas lacticas, esta
directamente relacionado con la concentracién de sustrato utilizado en el medio,
encontrando que en los medios con 25 % y 50 % de manosa, se registraron crecimientos
menores de dos 6rdenes de magnitud que en aquellos que contenian cantidades de 75 % y
100%, demostrando que las cuentas viables mas elevadas fueron la de los cultivos al 100

% de jugo de Aloe vera, esto indica una limitante para la proliferacion de los cultivos.

L. casei presentd una absorbancia de 1.4218 en la fuente de carbono control (glucosa), al
comparar con la fuente de eleccidn (sacarosa 2%) presentando diferencia significativa
(Fig. 15). La sacarosa estd formada por glucosa y fructosa, esto permite que el medio MPT

presente mayor concentracion de azucares. Ademas, la glucosa y fructosa son
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intermediarios de la ruta glicolitica, los cuales son ficiles de degradar y la fructosa es un
intermediario de la ruta de Embden-Meyerfhoof, lo que permitir el incremento del niimero
de bacterias de L. casei. Por otro lado, la lactosa en su estructura presenta galactosa, ésta
hexosa no es reconocida por la hexocinasa, lo que involucra un proceso mds largo y
complejo, que afecta en el crecimiento de L. casei, esto implica que en el medio se presente
mayor concentracion de lactosa y a la vez, el incremento de la concentracion de glucosa

en el medio MPT, lo que conlleva que el tiempo se incremente (Voet 2007).

Una de las principales caracteristicas de L. plantarum es su capacidad para fermentar
diferentes fuentes de carbono, en la Fig. 16 se muestra el crecimiento de la bacteria, al ser
evaluado en sacarosa, lactosa, fructosa y glucosa, demostrando las fases de adaptacion,
logaritmica, estacionaria y de muerte. Los azucares evaluados son considerados
quimicamente como hexosas, por lo cual L. plantarum es una bacteria homofermentativa,
permitiendo que las hexosas sean degradadas por la via de Embeden-Meyerhoff,
permitiendo que el microorganismo libere dcido lactico y descienda el pH y acidifica el

medio (Fordyce ef al. 1984).

Cermefio en el 2012 evalud las cepas 299v y 748 de L. plantarum, demostrando que
ambas cepas tienen la capacidad de metabolizar rdpidamente maltosa, glucosa, sacarosa y
fructosa en concentraciones del 2%, pero no presentan viabilidad en carbohidratos
complejos. Los azucares evaluados en esta investigacion son monosacdridos, como:
glucosa y fructosa; disacdridos, como: sacarosa y lactosa, los cuales son considerados
como hidratos de carbono de estructura sencilla. Ademas, los resultados obtenidos en
nuestra investigacion, demuestran que L. plantarum no solo crece a concentraciones del
2%, como lo sugiere Cermeiio 2012, sino que crecen a concentraciones de 0.1, 0.5, 1.0 y
2.0%, observando un rendimiento celular mayor a 1.100, el cual se obtiene después de
incubar por 5 horas, mientras que Cermefio 2012, obtuvo las el mismo rendimiento al
incubar por 25 horas. El tiempo de incubacién de nuestra cepa fue mucho menor al

obtenido por dicho autor, la diferencia de este resultado se debe al medio de cultivo
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empleado para realizar la cinética de crecimiento del microorganismo, Cermefio 2012 uso
el medio MRS, mientras que nosotros usamos el medio MPT (Barron y Quifiones 2018),
por lo cual el microorganimos crece con mayor facilidad y eficiencia en nuestro caldo de

cultivo, obteniendo mayor rendimiento celular en menor tiempo de incubacion.

Cermefio 2012, realiz6 estudios de curvas de crecimiento con L. plantarum con la cepa
748 y 299v, ambas cepas fueron cultivadas en el medio MRS enriquecido con lactosa al
2% y determiné que la cepa 748 no metabolizé la azicar evaluada, pero la cepa 299v si lo
hizo. La BAL utilizada en nuestro experimento tiene la capacidad de metabolizar la
lactosa, determinando una absorbancia del 1.73640 en concentracion del 0.1% (Fig. 18).
El resultado permite dar indicios de que L. plantarum crece a concentraciones menores
del 2%, obteniendo un buen rendimiento celular, debido a que el carbohidrato estd
formado por B-D-Galactosa y a-D-Glucosa, lo que potencializa el crecimiento del
microorganismo, al presentar dos hexosas que son metabolizadas por glicélisis,
permitiendo tener mayor cantidad de energia para su division celular. L. plantarum
presenta la enzima [-galactosidasa, la cual representa un papel importante en el
rompimiento del enlace glicosidico f1-4, que se localiza en la lactosa, por lo cual, el
microorganismo puede ser como un tratamiento para disminuir los efectos adversos de la

intolerancia a la lactosa.

Bhowmik et al. 1987; realizaron un estudio sobre los factores que influyen en la
actividad de la B-galactosidasa, enzima producida por las bacterias para hidrolizar el
enlace B 1-4 formado entre la B-D-Galactosa y a-D-Glucosa. Uno de los pardmetros
evaluados fue usar diferentes fuentes de carbono, entre ellos, lactosa, galactosa y
melibiosa a concentraciones del 2.0%, observando una actividad enzimatica del 4.2, 3.8 y
2.7 pmol ONP/ug proteina/min. La cepa de L. acidophilus usada en la investigacion tienen
la capacidad para catabolizar lactosa al 2.0% (Fig. 20), lo que permite el crecimiento de
la BAL, obteniendo una absorbancia a las 9 horas de incubacion del 0.91671. Ademas,
Bhowmik et al. 1987; evaluaron diferentes concentraciones de lactosa sobre la actividad

de la p-galactosidasa, en un rango de 0.1 - 2.0%, observando
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que a concentraciones mayores y menores del 0.4%, la actividad enzimatica disminuye,
determinando que hay dependencia entre la concentracién del azicar y la actividad
enzimatica. El estudio realizado en el laboratorio, se evaluaron diferentes concentraciones
de lactosa, observando que L acidophilus presenta bajos rendimientos celulares, al obtener
bajas absorbancias (Fig. 20), esto concuerda con lo propuesto por Bhowmik et al. 1987,
debido a que al decrecer la actividad enzimdtica de la B-galactosidasa, en el medio de
cultivo se presentard mayor concentracién del disacarido y menor concentracién de los
monosacdridos, generando una disminucién en el metabolismo de L. acidophilus
generando bajos rendimientos celulares. Por otro lado, Bhowmik et al. 1987; adicionaron
CaCl> 5SmM al medio de lactosa al 0.4%, potencializando la actividad de la $-galactosidasa
en un 170%. El crecimiento de L. acidophilus en lactosa al 0.5% presentd una absorbancia
del 0.82929, por lo cual la bacteria no presenta altos rendimientos celulares comparados
con sacarosa (Fig. 20), por lo cual la adicién de CaCl,, una sal que genera cationes
divalentes, seria recomendable para incrementar el consumo de lactosa en el medio, lo que

permitiria tener una mayor absorbancia y beneficiara el uso de lactosa al 0.5%.

Laakso et al. 2011; realizaron un estudio sobre el proteoma y el transcriptoma de
Lactobacillus rhamnosus GG, que se asocian a los cambios en las fases de la curva de
crecimiento. El grupo de investigadores evalu6 dos fuentes de carbono, glucosa y
galactosa; las cuales fueron obtenidas del hidrolizado de lactosa. La curva de crecimiento
elaborada por Laakso er al. 2011; presenta la fase exponencial y estacionaria, la cual se

llevo a cabo por un tiempo de 30 horas midiendo la absorbancia a 600 nm.

La Fig. 22 de nuestros resultados, muestra el crecimiento de L. casei rhamnosus en
glucosa, sacarosa, fructosa y lactosa, realizado en un periodo de 17 horas, observando la
fase de adaptacion, exponencial y estacionaria, asi como lo determiné Laakso et al. 2011;
por lo cual no se requiere de una incubacién de 30 horas como lo sugiere el grupo de

investigadores finlandeses.
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Los resultados de la curva crecimiento de Lcr fueron comparados con la curva de
crecimiento de L. rhamnosus GG obtenida por Laakso et al. 2011; observando que la BAL
evaluada con glucosa presenté a las 16 horas de incubacién la transicion de la fase
logaritmica a la fase estacionaria. La cepa de Lc Penders et al. 2006 estudiada en esta
investigacion desarroll6 el mismo patrén en glucosa al 2% (Fig. 22), observando que
después de las 14 horas de incubacion el crecimiento de la bacteria no presenté cambios
significativos, por lo cual Lcr a partir de ésta hora de incubacién present6 la fase
estacionaria. Ademas, el tratamiento con sacarosa al 1 y 2% presentd la misma tendencia,
por lo cual, este indicio permite elegir a sacarosa al 1% como la mejor fuente de energia
para Lcr, pues en la Fig. 22 y 24 de esta investigacion, se observa que la bacteria sigue

presentando fase exponencial a las 15 horas.

En este estudio se evalud: glucosa, como control; sacarosa, fructosa y lactosa, sobre el
crecimiento de Lc, La, Lp y Lcr. En la tabla 6 se enlistan las fuentes de carbono y la
concentracion seleccionada para cada cepa. Los resultados permiten inferir que las
bacterias acido lacticas tienen la capacidad para crecer y sobrevivir en diferentes fuentes
de carbono, observando que algunos carbohidratos son mds eficientes para cada especie
estudiada en esta investigacion. Por lo cual, los prébioticos poseen la capacidad de
colonizar el intestino delgado, debido a que es el Organo del sistema digestivo
responsable de absorber los nutrientes, siendo una regién rica en fuentes de carbono
diversos. O’Donnell et al. 2013; realizaron una revisidon sobre la flexibilidad
metabdlica del género Lactobacillus, en el cual exponen que estas bacterias utilizan una
gran variedad de fuentes de carbono que les permiten crecer, sobrevivir y adaptarse en
nuevos ambientes 6 mantenerse en el mismo nicho. Ademas, el género Lactobacillus no
solo coloniza el tracto gastrointestinal, si no también raiz y follaje de plantas, alimentos
fermentados, vagina, ensilado, entre otros. O’Donell et al. 2013; proponen que la
flexibilidad catabdlica se debe al genoma codificado para metabolizar las fuentes de
carbono, la capacidad que desarrollan para la adaptacion al ambiente, los diferentes tipos
de tranportadores de carbohidratos que presenta a nivel de membrana, asi como, la

capacidad de la regulacién del metabolismo, la transferencia de genes de manera
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horizontal, que les permite a las bacterias recibir genes y otros elementos genéticos que

confieren nuevas habilidades, para desarrollar la méxima capacidad para sobrevivir.

Cinética de crecimiento de Entamoeba histolytica

Entamoeba histolytica es el agente causal de la amibiasis, de los abscesos amibianos en
el higado y un problema de salud mundial, pues causa 100, 000 muertes al afio, de
acuerdo a un reporte emitido en 2001 por la OMS, UNESCO y PAHO. Un grupo de
investigadores encabezados por Ali et al. 2007; realizaron una investigaciéon de
E. histolytica sobre la cinética de crecimiento en presencia y ausencia del compuesto 5-
azacitidina (5-AzaC), asi como, los efectos que se presentan en la expresiéon de los
genes. Ali et al. 2007; usaron el medio TYI-S-33 para la cinética de E. histolytica
HM1-IMSS y la cepa 200:NIH, las cuales fueron incubadas por 7 dias observando que la
cepa HM1-IMSS en el segundo dia de incubacién presenté un crecimiento de 40,000
cel/mL. La cepa HM1-IMSS usada en nuestra investigacion, presento en el segundo dia
de incubacion un crecimiento de 7083 cel/mL, dando fin a la etapa de adaptacion.
Después de las 48 horas de incubacién se presentd la fase logaritmica, terminando a las
204 horas de incubacion. Entre el tercero y cuarto dia de incubacién la cepa que nosotros
estudiamos (HM1-IMSS) mostré el crecimiento de 40,000 cel/mL, observando que entre
nuestros resultados obtenidos y los de Ali ef al. 2007; hay similitud en el incremento de
células.

La cepa E. histolytica usada en este trabajo present un crecimiento lento en el Medio
MPT, comparado con la cepa HM1-IMSS del grupo de Ali et al. 2007; pero en ambos
trabajos, los experimentos posteriores fueron usando a las amibas en la fase logaritmica,
por lo cual, se utiliz6 a los microorganismos en el estadio de trofozoito, el cual es el

causante de la amibiasis.

Actividad biolégica del Medio Condicionado de Lactobacillus (MCL) sobre
E. histolytica
Leveau y Bouix, 2000, proponen que las bacterias acido ldcticas se caracterizan por

producir y excretar sustancias al medio donde se cultivan. Las moléculas que liberan las
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BAL tienen aplicaciones en la industria alimenticia, para evitar el crecimiento de
microorganismos sobre los alimentos, funcionan como inhibidores del crecimiento de
bacterias, de pardsitos, hongos, entre otros, permitiendo ser compuestos con un gran
interés para las industrias. En esta investigacion se trabajo con L. casei, L. plantarum,
L. acidophilus y L. casei rhamnosus, los cuales crecieron en el medio MPT vy
posteriormente se obtuvo los Medios Condicionados (MC) para cada especie. Los medios
condicionados se evaluaron sobre el crecimiento de E. histolytica a dosis de 0.1, 1.0, 10.0,
50.0 y 70.0%, en la Fig.26 se muestran los porcentajes de inhibicién de la amiba,
alcanzando porcentajes de interferencia microbiana del 100% sobre los trofozoitos de E.
histolytica en las dosis de 50 y 70%. En la Tabla 7 se presentan los porcentajes de
inhibicién para las dosis de 0.1, 1.0 y 10.0 %, los resultados muestran porcentajes
superiores al 95% de interferencia microbiana para: L. casei cultivado en sacarosa al 2%,
L. plantarum cultivado en lactosa al 0.1%, L. acidophilus en sacarosa al 0.5% y L. c.
rhamnosus en sacarosa al 1%. El porcentaje de inhibicion mas bajo se present6 en L. casei
cultivado en glucosa al 2% (control) en la dosis de 0.1%, obteniendo una interferencia
amibiana del 16.52%. En la Fig. 31 se presenta el porcentaje de interferencia microbiana
de los MCL de las 4 cepas a las dosis de 0.1 y 1.0% observando que de los 16 tratamientos,
12 de ellos presentan inhibiciéon mayor al 90%, los 4 restantes son de 16.32%, 72.77%,
36.61%,43.31%. Rishi et al. 2011; investigaron los efectos de un extracto libre de células
obtenido de L. plantarum y del cotrimazol, sobre el crecimiento de Salmonella
typhimurium NCTC 74, el grupo investigadores concluyerén que el sinergismo del
extracto libre de células (80 AU/mL)-cotrimazol (2ug/mL) genera una interferencia
microbiana, reduciendo el crecimiento de Salmonella typhimurium NCTC 74 en un 50%,
y que los tratamientos evaluados de manera independiente presentan porcentajes menores
al 25%, con lo anterior, ellos proponen una alternativa medica para el tratamiento de la

salmonelosis.

De acuerdo a los resultados obtenidos en este proyecto de investigacion se observo que el

medio condicionado de las 4 cepas, presentd efectos inhibitoris para el crecimiento de
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E. histolytica, el empleo del medio condicionado o extracto libre de células concuerda en

la base metodoldgica empleada ene Itrabajo de Rishi er al. 2011.

Por otro lado, los medios condicionados de las BAL no solo presentan efectos de
inhibicion, también presentan el beneficio de potencializar el sistema inmunolégico, ya
que algunos estudios han demostrado que se incrementan los niveles de lisozima y la
produccion de especies del agente oxidante. Vicenti 2010, demostré que al agregar medio
condicionado de Lactobacillus rhamnosus GG a un cultivo de macréfagos, éstos
incrementan su actividad fagocitica contra Escherichia coli, observando que después de

60 minutos de incubacidn, el nimero de células de E. coli se redujo.

Lo anterior, demuestra que en los medios condicionados de L. casei, L. plantarum,
L. acidophilus y L. c. rhamnosus se presentan moléculas que son liberadas por éstas
bacterias durante el crecimiento, para permitir la interferencia microbiana contra
E. histolytica. Por lo cual, en nuestra investigacion se realiz6 la caracterizacién del MC
de las cepas evaludas. Lo anterior concuerda con Grossowicks y Schneerson 1947,
quienes demostraron que las BAL reducen el crecimiento de microorganismos indeseables
en el tracto intestinal. Este efecto seria consecuencia de la produccién de compuestos
antibacterianos, de la acidez intestinal originada o del antagonismo competitivo, por lo
cual se podria pensar en la inhibicién de E. histolytica por la accién de la interferencia

microbiana generada por los metabolitos producidos por los probioticos evaluados.

Pruebas bioquimicas de los Medios condicionados (MC)

Zapata et al. 2009; proponen que una de las caracteristicas de las BAL es la capacidad
de fermentar los carbohidratos, a partir de los cuales, los probidticos tienen la capacidad
para producir 4cido lactico y otros compuestos como acetato, etanol, CO», formato y
succionato. Lo anterior se realiz6 con las cuatro cepas de bacterias trabajadas en el
laboratorio, se cultivaron en diferentes fuentes de carbono y a diferentes concentraciones,

observando la  capacidad de los probidticos para  metabolizar los
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carbohidratos, como se muestran en las figuras 13, 16, 19 y 22, donde se presentan las
curvas de crecimiento de cada una de los microorganismos. Por otro lado, se obtuvo el
medio condicionado de cada de una de las cepas, determinando que presenta propiedades
fisicas como: acidez, presentando un rango de pH de 4.67 — 6.00; como lo refiere Zapata
et al. 2009, el valor del potencial de iones hidrogeno se debe a la presencia de acido

lactico.

Ademads, Mora et al. 2007 reporta en su investigacion que el descenso del pH generado
por la presencia de acido lactico, tiene efectos benéficos, al inhibir el crecimiento de
bacterias. En esta investigacion se evalud el medio condicionado de las cuatro cepas de
probidticos sobre el crecimiento axénico de E. histolytica determinando inhibiciones
superiores al 90% (Fig. 31), por lo cual, la presencia de 4cido l4ctico y por consiguiente
la disminucién del pH, puede provocar un efecto antagénico, no solo en bacterias como
lo Mora et al. 2007; sino también en amibas, como se reporta en esta investigacion.

Otra propiedad detectada en el medio condicionado fue el olor caracteristico del alcohol,
el cual se obtuvo de la fermentacion de carbohidratos, Zapata et al. 2008; Mora et al.
2007; reportan que las BAL tienen la capacidad de producir etanol, el cual funciona como
una sustancia antimicrobiana. El alcohol y el acido lactico presentes en los medios
condicionados de L. plantarum, L. casei rhamnosus, L. acidophilus y L. casei pueden

trabajar de manera sinérgica para potencializar la inhibicién de E. histolytica.

Ademas, los medios condicionados obtenidos de las BAL estudiadas fueron sometidos a
diferentes pruebas bioquimicas para la deteccién de carbohidratos, proteinas, cadenas
hidrocarbonadas con dobles enlaces, aromaticidad y grupos carbonilos. En la Tabla 8 se
muestran los resultados de las pruebas bioquimicas de los medios condicionados de las
cuatro cepas estudiadas en esta investigacion y el medio MPT que se usé como control.
Se demostré la ausencia de compuestos aromaticos, ceténicos y libre de aldehidos, en las

muestras analizadas.
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El medio condicionado de L. acidophilus cultivado en sacarosa 0.5% presenté prueba
positiva para insaturaciones (Tabla 8), la prueba indica que en el medio existen moléculas

hidrocarbonadas con dobles enlaces.

En la Tabla 11 se presenta el anélisis fisicoquimico realizado al medio condicionado de
L. acidophilus, el cual present6 un contenido de grasas de 0.85%, en base a la NOM-086-
SSA1-1994. Los resultados obtenidos muestran que el medio condicionado de
L. acidophilus presenta moléculas organicas, las cuales pueden ser dcidos grasos. Lo
anterior permite tener una concordancia con Kandler 1983, él menciona que las bacterias
acido l4cticas tienen la capacidad de metabolizar los carbohidratos, la cual se puede llevar
a cabo por una ruta homfermentativa o heterofermentativa, teniendo como resultado la
produccién de dcidos orgdnicos, entre ellos, dcido lactico y dcido acético, ambos dcidos
son eliminados por las bacterias hacia el medio de cultivo. Los &cidos orgdnicos
propuestos por Kandler 1983, se caracterizan por ser compuestos de cadena corta. Los
resultados obtenidos del andlisis del medio condicionado de L. acidophilus no revela la
longitud de la cadena, por lo cual, no permite distinguir si son de cadena larga o corta.
Raftari et al. 2009; realizaron una investigacion del efecto de los dcidos orgdnicos (dcido
acético, lactico, propionico y formico) sobre el crecimiento de Escherichia coli O157:H7
y Staphylococcus aureus, observando que el acido férmico mostré el mejor efecto
antimicrobiano sobre ambas cepas. Lo propuesto por Raftari et al. 2009; permite intuir
que la presencia de los &4cidos orgdnicos en el medio condicionado genera una

interferencia amibiana sobre E. histolytica (Fig. 26, 29 y31).

La Tabla 8 muestra los resultados de la prueba de Molish, la cual permite detectar la
presencia de carbohidratos. Los medios condicionados y el control (MPT) presentaron
pruebas positivas, indicando la presencia de azucares en las muestras, pero se observéo que
la tonalidad del anillo color violeta, fue mds fuerte para: MC de L. casei en sacarosa 2.0%
y glucosa al 2.0%; MC de L. casei rhamnosus en glucosa al 2.0% y en el control MPT. El
resto de los medios condicionados presentaron una intensidad baja en el color del anillo

violeta. La intensidad del color desarrollado en la prueba es directamente
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proporcional a la concentracion del analito a prueba, por lo tanto, al tener una mayor
intensidad en el color del anillo indica una mayor concentracién de carbohidratos. Por otra
parte, no se reporta que las BAL producen carbohidratos y sean liberadas al medio. La
presencia de carbohidratos en los MC se puede relacionar con los remantes de moléculas

de azicar que quedaron y que no fueron metabolizadas por las bacterias.

Jack et al. 1995 y Savadogo et al. 2006; mencionan que las bacterias dcido-lacticas tienen
capacidad de producir compuestos proteicos denominados bacteriocinas, las cuales se
caracterizan por ser compuestos de naturaleza peptidica o proteinas, sintetizados a partir
de los ribosomas y que, generalmente, tienen como blanco la membrana celular. En
fundamento con Jack et al. 1995; Savadogo ef al. 2006; se realizé la prueba de Biuret
para detectar la presencia de compuestos proteicos en los medios condicionados de las
BAL y en el control, observando que las todas las muestras analizadas dieron positivas, al

desarrollar una coloracién violeta (Tabla 8).

El medio condicionado que presenté mayor intensidad en el color violeta fue el de
L. casei sacarosa 2.0%, después el de L. plantarum en lactosa 0.1% y L. acidophilus 0.5 %,
el resto de los medios condicionados presentaron una intensidad baja. Por otro lado, en
los medios condicionados se cuantifico el contenido de proteinas por cada 200 mL de
medio condicionado, determinando que L. casei rhamnosus produjo mayor cantidad de
proteinas, 0.6525 g, mientras que, L. casei y L. plantarum presentaron menor cantidad
proteica, 0.3053 y 0.3268 g (Tabla 9). La diferencia entre los resultados de la Tabla 8 y 9
se deben a la cantidad de muestra analizada, ademas, los resultados de la Tabla 8 fueron
obtenidos por pruebas cualitativas, mientras que, la cantidad de proteinas que muestra en
la Tabla 9 es cuantitativo. En la Fig. 33 se presenta el contenido de proteinas de los MC
de las bacterias acido l4cticas, observando que entre los MC de L. casei y L. acidophilus

de glucosa y sacarosa no presentan diferencia significativa (p=0.5%).

Los medios condicionados y el medio MPT (control) fueron sometidos a un andlisis

bromatolégico bajo la norma oficial NMX-F-608-NORMEX-2002, la cual permite
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cuantificar el contenido de proteinas (Tabla 11). El medio condicionado de
L. acidophilus en sacarosa 0.5% presentd un 2.85% de proteinas, mostrando el mayor
contenido de esta biomolécula, mientras que, el menor contenido de proteina fue para el
MC de L. plantarum en lactosa al 0.1%. Un método cuantitativo realizado en esta
investigacion fue el Método de Bradford, el cual permite conocer el contenido de
proteinas, determinando que el MC de mayor contendido proteico fue el de L. casei
rhamnosus con una concentracion de 0.181 mg/mL, mientras que, el MC de L. plantarum
present una concentracion de 0.0525 mg/mL. La concentracién de proteinas cuantificada
por este método presenta una discrepancia con los anteriores, la diferencia que se observa
se puede deber al metabolismo para degradar los azucares, el tiempo de generacion y/o al
crecimiento lento de la bacteria, por estos motivos, es recomendable cuidar las
concentraciones de los glicidos y el tiempo de incubacién de las bacterias. Los resultados
de los andlisis bromatoldgicos, cualitativos y fisicoquimicos de los médicos
condicionados de las BAL, permiten dar evidencias que contienen proteinas, a las cuales

los autores les denominan bacteriocinas.

Fernandez 2000, propone las propiedades fisicoquimicas de las bacteriocinas, como:
resistencia a proteasas, solubles en agua, activas a pH 4cidos, bactericidas,
termoresistente, no imparten sabor o aromas. Dodd y Gasson 1994; mencionan que las
bacteriocinas son termoestables. En la Fig. 31 se muestra la interferencia amibiana de los
medios condicionados sobre E. histolytica, determinando que el MC de L. acidophilus en
sacarosa 0.5% presentd una inhibicién del 98.66%, siendo el mayor porcentaje de
interferencia respecto a los otros medios. Por lo anterior, el MC fue sometido a un
tratamiento térmico, 80°C/hora, posteriormente, se evalué a dosis de 0.1, 0.5 1.0% sobre
E. histolytica, determinando una interferencia de 56.25% a dosis de 0.5% y 71.35% a la
dosis de 1.0% (Fig. 32). Los resultados determinan que las proteinas presentes en el medio
condicionado son termoresistentes, como lo expone Dodd y Gasson 1994; Fernandez

2000.
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En la actualidad se han reportado compuestos proteicos obtenidos a partir de probidticos,
a los cuales, los investigadores han denominado a estas moléculas bacteriocinas y han
atribuido una gama de efectos benéficos para la salud de los humanos, aplicacién en la
industria alimenticia, efectos de inhibicidn en el metabolismo, entre otros. Por lo anterior,
un grupo de investigadores nigerianos encabezados por Ogunbanwo et al. 2003;
caracterizaron dos bacteriocinas, una de L. plantarum F1 y otra de L. brevis OGl. Las
bacteriocinas de estos probidticos se precipitaron con sulfato de amonio se evaluaron a
121°C demostrando ser termoestables, ser activas en un rango de pH de 2-6, presentaron
estabilidad por 60 dias a -20°C, pero la actividad decrece entre los 80-120 dias a 37°C.
Los medios condicionados de las cuatro BAL se les adicion6 sulfato de amonio y se
obtuvé un precipitado, al cual se le realiz6 la prueba de Biuret, generando un color violeta,
indicando la presencia de proteinas, también se llevo a cabo la prueba de insaturaciones,
detectando en el precipitado cadenas hidrocarbonadas con insaturaciones. El resultado
positivo de Biuret e insaturaciones se puede deber a la presencia de lipoproteinas en el
precipitado, el cual es una molécula formada por proteinas y un grupo prostético que es el
lipido. El sobrenadante fue evaluado con el reactivo de Biuret y los resultados fueron
negativos, indicando la ausencia de proteinas. Ademads, la prueba de insaturaciones en el
sobrenadante dio positivo, indicando la presencia de moléculas orgdnicas con

insaturaciones, los resultados se muestran en la Tabla 10.

Ogunbanwo et al, 2003; reportaron que las bacteriocinas son termoestables a 121 °C/60
minutos. Nuestro equipo de investigacién reportd que las proteinas del MC de
L. acidophilus presento ser termoestable a 80°C/h y conservar su actividad bioldgica, pues

en genero interferencia amibiana después del tratamiento térmico (Fig. 32).

Galinda Yu er al. 2012; obtuvieron un liofilizado de bactericionas del género
Lactobacillus 'y fue evaluado sobre el crecimiento de Listeria monocytogenes 'y
Staphylococcus aureus, los cuales son un gran problema para la industria alimenticia. La

mayoria de las investigaciones consultadas, como la anterior, se enfocan a inhibir el
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crecimiento bacteriano usando bacteriocinas, nuestra investigacion usoé las bacteriocinas
para inhibir E. histolytica, agente causal de la amibiasis. Las proteinas obtenidas de los
MC de las cuatro cepas de BAL, fueron evaluadas a una dosis del 7% m/v sobre el
crecimiento axénico de E. histolytica, observando porcentajes de interferencia amibiana
por arriba del 90% (Fig. 34). Galinda Yu et al. 2012; Disha et al. 2003; reportaron efectos
positivos de las bacteriocinas, nosotros obtuvimos una interferencia microbiana, pero
contra E. histolytica, 1o que indica que las proteinas no solo afectan el crecimiento de
bacterias, sino que actian sobre otros microorganismos, por lo cual, las bacteriocinas
poder ser evaluadas en hongos, levaduras, protozoarios, parasitos o algiin microorganismo
que se considerado como agente causal de enfermedades o nuevas enfermedades
emergentes. Ademds, el uso de bacteriocinas contra agentes infecciosos se puede usar
como un tratamiento alterno y evitar la resistencia de los microorganismos a los
medicamentos de eleccion. Los resultados sugieren que las proteinas de los medios
condicionados de las BAL pueden ser usados como un tratamiento alterno para la
amibiasis y descender el consumo del metronidazol, el cual, genera efectos secundarios

sobre los humanos.

De acuerdo a los resultados de inhibicién amibiana, pruebas bioquimicas, contenido de
proteinas, andlisis fisicoquimicos, el medio condicionado de Lactobacillus acidophilus en
sacarosa al 0.5%, presentd los resultados mds efecientes, por lo cual, a este medio
condicionado se le realiz6 una electroforesis al 8 y 12%, demostrando una mejor
separacion a la electroforesis del 12% (Fig. 35 y 36) y logrando obtener dos bandas, una
present6 un peso molecular proximo a 71KDa y la otra a 9.5 KDa. Ogunbanwo e? al. 2003;
realizaron la caracterizacion de bacteriocinas de L. plantarum F1 y L. brevis OGI y
concluyen que las proteinas presentan pesos moleculares entre 1,000-100,000, este
resultado concuerda con los obtenidos en nuestro trabajo, al revelar la presencia de una
proteina de 71 KDa y otra de 9.5KDa, pero no solo se observoé la presencia de proteinas
en el MC con sacarosa, también, se presentd una banda con peso molecular aproximado a
9.1 KDa en el MC con glucosa al 2% y el control MPT, present6 una banda con un peso
molecular préximo a 7.6 KDa, esta banda que se aprecia en el revelador se debe a
la presencia de peptona en el medio. Trivedi et al, 2013; caracterizaron la bacteriocina
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DT24 de L. brevis DT24, obteniendo una banda proteica con un peso molecular
aproximado de 7 KDa. Es probable que las dos bandas presentes en el MC de L.
acidophilus potencializan su efecto de actividad amibiana, pues el modo de accién de las
bacteriocinas es atacando la membrana celular, al realizar poros y afectando la
homeostasis de la amiba, provocando la lisis amibiana, por lo cual, en el medio se
observan detritos y restos celulares. Klaenhammer 1993, reporté que la formacion de
poros en la membrana citoplasmética de las células sensibles, debido a que es un
mecanismo de accién comun presentado por las bactericiocinas generadas por las BAL en
su forma bactericida o bacteriostdtica. La nisina y algunos péptidos pequefios, como

lactacina, actian mediante este mecanismo (Bruno y Montville 1993).

Al medio condicionado de L. acidophilus se le realiz6 la cuantificacién de acidez de
acuerdo a la AOAC (Tabla 12 y Fig. 36) determinando un 0.5451% en sacarosa 'y 0.5095%
en glucosa, indicando que las proteinas son activas a pH acido, como lo refiere Trivedi
2013; Ogunbanwo et al. 2003; los cuales determinaron que las bacteriocinas ejercen su
efecto de inhibicion bacteriana en pH de 2-10 (Trivedi 2013) o 2-6 (Ogunbanwo et al.
2003).

Las Tablas 14, 15, 16 y 17 presentan una sintesis de la caracterizacion de los medios
condicionados de las cuatro BAL, en su fuente de carbono seleccionada y el control,

glucosa 2%.

El medio condicionado con mejor efecto de interferencia amibiana fue el de L. acidophilus
en sacarosa al 0.5%. A partir de este medio condicionado, propongo que se lleven a cabo
pruebas de las bandas mostradas en la electroforesis (Fig. 35), pues estas proteinas pueden
ser usadas no solo con efectos amebicidas, si no, en la industria alimenticia, como
conservadores, cosmética, bactericida y/o algin otro microorganismo que sea agente

causal de enfermedades de dificil tratamiento.
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Las fuentes de carbono evaluadas en esta investigacion fueron lactosa, sacarosa, fructosa
y glucosa, usando las concentraciones de 0.1, 0.5, 1.0 y 2.0%. Estos datos se deben tomar
en cuenta para la produccién de las biomoléculas que se localizan en el medio
condicionado, principalmente, las proteinas (bacteriocinas), pues los resultados obtenidos
en esta investigacion sugieren que el contenido proteico se ve afectado. La cuantificacién
de proteinas por el método de Bradford, Nanodrop, Norma oficial Mexica y la
precipitacion con sulfato de amonio, demuestran que el mayor contenido de proteina se
presenta usando como fuente de carbono sacarosa al 0.5 y 1.0%, este azicar, es un
disacarido, el cual, incrementa el contenido de metabolitos en el medio condicionado de

Lactobacillus casei rhamnosus 'y Lactobacillus acidophilus.
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10. CONCLUSION

De acuerdo con los resultados obtenidos en el presente estudio, se concluye que:

Lactobacillus casei, L. acidophilus y L. casei rhamnosus presentaron mayor

crecimiento en sacarosa al 2.0%, 0.5% y 1.0% mostrando absorbancias de 1.7037,

1.3100 y 1.7841 a las nueve horas de incubacién y L. plantarum crecié mejor en

lactosa al 0.1% con una absorbancia de 1.7364.

E. histolytica al sexto dia de incubacién presenta el mayor nimero de células, 95,416

cel/mL.

Los MC de las bacterias 4cido-lacticas (Lc, La, Lcr y Lp) demostraron tener una

interferencia microbiana contra E. histolytica con dosis de 0.1%, generando

inhibiciones mayores del 90% a partir de la fuente de carbono y la concentracién

elegida. Los medios condicionados de Lc y Lcr con glucosa al 2.0%, presentaron

inhibiciones de 16.52 y 43.31%.

El contenido de proteinas por el método de Bradford en los medios condicionados

presenta un rango de 0.0446 — 0.191mg/mL.

El contenido de proteinas de los MC de las BAL cuantificado por el Nanodrop

present6 un rango de 0.94 — 5.134 mg/mL.

El contenido de proteina fue de 2.26 — 2.85%.

Las proteinas obtenidas del medio condicionado de L. acidophilus en sacarosa al

0.5%, presentaron termoresistecia, ya que su actividad amebicida sigue tienen efecto

sobre E. histolytica con interferencia microbiana arriba del 90% de inhibicién, a dosis

del 7.0%.

En la electroforesis del 12% MC de L. acidophilus en sacarosa 0.5%, se observo dos

bandas, una con un peso molecular proximo a 71 KDa y otra con 9.5 KDa.

El MC de L. acidohilus en sacarosa 0.5% present6 acidos grasos con insaturaciones,

Los medios condicionados de las BAL contienen grasa en un rango de 0.63 — 1.3 %.

Al medio condicionado de L. acidophilus sacarosa 0.5% y glucosa 2.0% se les

cuantificé el contenido de acidez a apartir de la técnica de la AOAC, obteniendo

0.5451 y 0.5095%, mientras que el medio MPT present6 una acidez de 0.3151%.
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11. PERSPECTIVAS

En los ultimos afios los probidticos han adquirido una importan en la salud a nivel
mundial, nacional y estatal, debido al incremento de enfermedades gastrointestinales,
como: el sindrome de inflamacion intestinal, infecciones intestinales bacterinas, virales y

amibianas, esta ultima por E. histolytica.

Esta investigacion demostré que las BAL tienen el potencial para inhibir el crecimiento
de E. hitolytica, pero el trabajo permite generar nuevos estudios, considerando las

siguientes perspectivas:

e Generar un farmaco a partir de los metabolitos secundarios producidos por
L. acidophilus.

e FElaborar un perfil proteico de las bacteriocinas para demostrar si el efecto de
interferencia microbiana se debe a una o al conjunto de proteinas.

e Determinar la estrucutra de las bacteriocinas producidas por L. acidophilus.

e Determinar el tipo de dcido de lactico que libera L. acidophilus, si pertenene al
tipoDo L.

e Identificar los tipos de 4cidos grasos de cadena corta que son liberados por
L. acidophilus.

e Determinar el efecto de los acidos grasos de cadena corta liberados por

L. acidophilus sobre el crecimiento de microorganismos patégenos
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