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RESUMEN

La investigacién se realizé con el objetivo de evaluar el efecto antimicrobiano de
cepas probidticas de Lactobacillus aislados de heces de infantes de 2 a 6 meses
de edad atendidos en el Centro de Salud Los Licenciados. Las cepas de
Lactobacillus fueron aisladas en caldo y agar Lactobacilli, identificadas mediante
caracteristicas macroscopicas, microscopicas y la fermentacion de azlcares.
Luego se realiz6 la prueba antimicrobiana in vitro mediante la técnica de difusiéon
de pocillos en agar, las cepas de Lactobacillus con un inéculo de 10° UFC/mL
frente a las cepas patdégenas de Escherichia coli ATCC 25922, Salmonella
enteritidis ATCC 13076, Proteus vulgaris ATCC 13315, Staphylococcus aureus
ATCC 25923, Enterococcus faecalis ATCC 29212 y Candida albicans ATCC
90028 de 10° UFC/mL. Para la evaluacién de la capacidad probiética se utilizd
HCI, sales biliares y jugo gastrico. Se aislaron 14 cepas de Lactobacillus, 6
cepas fueron Lactobacillus acidophilus y 8 cepas Lactobacillus paracasei. En la
evaluacién de capacidad probidtica se observé el crecimiento de las cepas de
Lactobacillus a pH de 4 y 5, en medio con sales biliares y jugo gastrico; las
cepas La-2, Lp-5 Lp-12 y La-14 presentan capacidad probidtica.
Estadisticamente el efecto antimicrobiano de las cepas aisladas de Lactobacillus
frente a Salmonella enteritidis ATCC 13076 y Escherichia coli ATCC 25922
presentan diferencias significativas (p<0,05). Resultando en el efecto
antimicrobiano in vitro de las 14 cepas de Lactobacillus inhibi6 entre 21,4 % a un
42,9 % de microorganismos patégenos siendo la cepa Lp -12 la que mostro un
mejor efecto antimicrobiano.

Palabras clave: Efecto antimicrobiano, probidtico, Lactobacillus y capacidad
probidtica.
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l. INTRODUCCION

Las bacterias &cido lacticas (BAL) son fermentadoras Gram positivas no
patdgenas tampoco producen toxinas, elaboran acido lactico a partir de hidratos
de carbono, son Utiles en la fermentacion de alimentos, en esta agrupacion se
incluye al género de Lactobacillus (World Gastroenterology Organization (WGO),
2017); que se encuentra en los alimentos como chucrut, aceitunas, cerveza,
vino, jugos, en productos lacteos y productos carnicos; por otra parte también se
encuentran en humanos y animales como en la cavidad oral, tracto
gastrointestinal y en la vagina. El intestino contiene diferentes especies de
macroorganismos halldndose fundamentalmente en el colon con una estimacion
mayor a la de 40 trillones de células bacterianas entre ellas se encuentran los
lactobacilos (Vos et al., 2009). Los recién nacidos adquieren macroorganismos al
pasar por el conducto del parto de la mama ya que tienen contacto con la
microbiota intestinal y vaginal. Recientemente esto ha cambiado ya que la cuarta
parte de los neonatos son colonizados por Lactobacillus maternos, pero son
sustituidos prontamente por otros Lactobacillus asociados a la leche materna (L.
acidophilus, L. casei, L. fermentum, L. gasseri, L. johnsonii, L. paracasei, L.
plantarum etc.) (Martin et al., 2009).

Cabe sefialar la existencia de prebi6ticos que son el sustrato de la dieta que
nutren a grupos seleccionados como probiéticos, reduciendo la poblacion de
microorganismos  eventualmente  patégenos (World  Gastroenterology
Organization (WGO), 2011). Los probidticos como Lactobacillus colonizan el
ecosistema intestinal mediante la interaccion con microorganismos comensales o
perjudiciales, relaciondndose con las células del huésped empleando sefales
guimicas (WGO, 2017), un mejoramiento del ambiente intestinal, reforzando la
barrera intestinal, regulacion de la reaccion inflamatoria negativa y en la

respuesta inmunitaria provocadas por antigenos. Al generar compuestos



antimicrobianos como &cidos organicos, H,O,, CO,, diacetilo y bacteriocinas
inhiben el crecimiento de patégenos (Yusuf, 2013), el uso mas distinguido de los
probiéticos es aminorar la incidencia y seriedad de la diarrea, mediados por el
efecto favorable de los componentes antimicrobianos (WGO, 2017).
También consideremos que los efectos adversos de los medicamentos
farmacéuticos pueden expresarse 0 no, dependiendo de la situacion que
enfrenta (Ramos y Olivares, 2010), las consecuencias de la resistencia de los
antimicrobianos, para la salud y la economia constituye un peso cada vez
adicional para los paises de ingresos prominentes, medios y bajos (OMS, 2015).
Actualmente al menos setecientas mil personas mueren anualmente por
infecciones farmacoresistentes, a este paso para el dos mil cincuenta podrian
haber cada afio diez millones de pérdidas de vidas causadas por enfermedades
resistentes a los medicamentos (ONU, 2018), pero podriamos modificar por
medio de elementos bioterapéuticos (prebidticos, probidticos y simbidticos)
creando asi refuerzos de microbiota intestinal y la conviccibn de que los
probidticos y prebiéticos ayuda en la mayoria de las afecciones
gastrointestinales tanto en poblaciones pediatricas y adultas, al suministrar la
cepa probidtica particular y/o prebiético puede ser eficiente y terapéutica, siendo
plasmado en la Guia Mundial de la Organizacion Mundial de Gastroenterologia
(WGO, 2017).
Los objetivos que se plantearon en la investigacion son:
Objetivo general
Evaluar el efecto antimicrobiano de cepas probitticas de Lactobacillus frente a
microorganismos patégenos.
Objetivos especificos
1. Aislar cepas Lactobacillus a partir de muestras de heces de infantes (2 a 6

meses de edad)

Identificar las cepas probidticas de Lactobacillus aisladas.

Evaluar el efecto antimicrobiano in vitro de Lactobacillus frente a

microorganismos patégenos.



II.  MARCO TEORICO

2.1. Antecedentes

Las cepas de Lactobacillus spp. fueron evaluadas por Sanchez et al. (2015), con
capacidades probiéticas se caracterizaron in vitro a 17 cepas aisladas del tracto
intestinal de terneros. Preliminarmente realizaron la prueba de la catalasa, la
tincion de Gram y estudiaron sus caracteristicas culturales, se sometieron a
diferentes temperaturas y pH para evaluar su capacidad probiética. Luego
seleccionaron diez cepas de Lactobacillus spp las que crecieron en todas las
condiciones evaluadas y obtuvieron cuatro cepas que mostraron un potencial
probidtico por la resistencia al tratamiento a diferentes pH, temperatura, sales
biliares, jugo gastrico artificial hasta las 24 horas. Siendo relevante la inhibicion
en el crecimiento de Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus,
Escherichia coli y Salmonella sp.

En la investigacion de Mufoz (2011) se aislaron, identificaron y caracterizaron
Lactobacillus paracasei, Bifidobacterium breve CNCM 1-4035 y Lactobacillus
rhamnosus CNCM [-4036, a partir de heces de nifios alimentados puramente con
leche materna, los cuales han sido identificados mediante estudios de
fermentacion y de secuenciacion del gen 16S del RNA ribos6mico bacteriano.
Estas tres cepas bacterianas han sido depositadas en la coleccion del Instituto
Pasteur (Francia) y reconocidas como cepas innovadoras teniendo una elevada
capacidad de resistencia a pH bajos y a elevadas concentraciones de sales
biliares. Ademas, se destac6 en la inhibicion del crecimiento de bacterias
patégenas intestinales.

En el estudio de Sanchez et al. (2011) aislaron y caracterizaron cepas de
Lactobacillus spp. como candidato probiético, realizaron pruebas in vitro de 24
cepas aisladas e identificadas a nivel de género con el perfil de fermentacion de
carbohidratos. Se evalué la solides de las cepas aisladas a pH acido a distintas

temperaturas por lo que se escogieron nueve cepas CoOmo aspirantes por sus
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mejores caracteristicas a probioticos y sus resultados del efecto antimicrobiano
frente a Candida albicans.

Las bacterias que presentan potencial probiotico aisladas de heces de neonatos,
se caracterizaron molecularmente en la investigacion por Paitan et al. (2019),
primero evaluaron 60 muestras, aislando un total de 48 cepas en caldo Man
Rogosa y Sharp (MRS), se identificaron molecularmente al emplear la
amplificacion PCR-BOX y el secuenciamiento del gen 16s rRNA, todas
presentaron firmeza a diversos pH, sales biliares y siendo relevante la actividad
antimicrobiana al enfrentarlas a Escherichia coli ATCC 25922, Escherichia coli
ATCC 35218 y Salmonella enterica mediante una prueba in vitro. Se recabé dos
perfiles que pertenecieron a los géneros de Lactobacillus y Enterococcus.

En la investigacion de Rojas (2011). Se aisl6 Lactobacillus spp. de heces de
nifios lactantes, obtuvo 196 cepas de 12 muestras de heces identificando 24
cepas de Lactobacillus por sus caracteristicas morfolégicas y tintoriales, se
realizé la determinacion parcial de probiéticos mediante la prueba in vitro al
someter las cepas aisladas a medios hostiles como a pH y sales biliares
diferentes, las 24 cepas de Lactobacillus mostraron un crecimiento 6ptimo.

En el ambito local se encontr6 una investigacion de bacterias lacticas con
capacidad probiética aisladas de chicha de molle; evaluada por Rodriguez y
Garcia-Godos (2017), aislé 55 cepas BAL e identific6 empleando la coloracion
Gram asimismo la fermentacion de azlcares. Se evalu6 en medios
desfavorables como lo son las condiciones en el espacio gastrointestinales y a
diversos pH, también mostraron que 14 cepas de BAL inhibieron a
microorganismos patdgenos en la prueba antagonica, luego de estas pruebas se
seleccionaron cuatro cepas para evaluar la capacidad probiética in vivo en 20
ratas, obteniéndose una ganancia de peso en ellas probando que Lactobacillus
afiadido en bebidas por ejemplo favorecen a la microbiota intestinal.

2.2. Género Lactobacillus

Dentro del grupo de las bacterias acido lacticas (BAL) se encuentra el género
bacteriano Lactobacillus compartiendo caracteristicas como ser anaerobias
facultativas, Gram positivas, inméviles, no esporuladas, catalasa negativa,
oxidasa negativa y nitrato reductasa negativas. La pared celular contiene
peptidoglicano (mureina) de varios quimiotipos del tipo Lisina y Acido D-
Aspértico, es el tipo de peptidoglicano méas extendido, también contiene

polisacaridos unidos a peptidoglicano por enlaces fosfodiéster, el acido teicoico



unido a la membrana estd presente en todas las especies. Las colonias en
medios de agar como en MRS, suelen ser pequefias (2 — 5 mm) con margenes
enteros, convexos, lisos, brillantes y por lo general, opacos sin pigmento. En
casos raros son de color amarillento o rojizo y en algunas especies forman
colonias rugosas (Vos et al., 2009).

2.3. Obtencion, colonizaciéon y adaptacion de la microbiota intestinal

Es en el parto donde el intestino del recién nacido empieza a ser colonizado por
el contacto con la microbiota vaginal e intestinal de la madre. En los Ultimos
estudios se evidencia que la iniciacién, expansiéon y constitucién de la microbiota
del infante inicialmente se debe a la leche materna, siendo una fuente continua
de bacterias mayor a 10* UFC/ml y son comensales y mutualistas, entre ellas se
detectan a estreptococos, enterococos, estafilococos y bacterias acido lacticas
como lactobacilos (L. acidophilus, L. casei, L. fermentum, L. gasseri, L. johnsonii,
L. paracasei, L. plantarum, L. reuteri, L. acidophilus L. rhamnosus, etc.) En la
actualidad la utilidad de técnicas moleculares ha posibilitado evidenciar que los
Lactobacillus de la cavidad vaginal de la madre solo estan presentes en una
cuarta parte de neonatos teniendo una colonizacién breve y son los Lactobacillus
concomitados a la leche materna los que sustituyen y forman la microbiota del
intestino del lactante (Martin et al., 2009).

Existen diferentes géneros de bacterias mostrandose después del nacimiento del
bebe como enterobacterias que consumen oxigeno del ambiente intestinal y de
manera ascendente aparecen las bacterias anaerobias se establecen
(Bacteroides, Clostridium, Ruminococcus, Bifidobacterium) empezando del
décimo dia de nacimiento del infante se capta a Lactobacillus, el nUmero de
bacterias en total se encuentra entre 10% — 10" UFC/g de heces. La colonizacién
en un parto por cesaria se da particularmente por el medioambiente retardando
la obtencién de la microbiota intestinal permanente (Guarner y Malagelada,
2003).

La constitucion de la microbiota intestinal lo establece el tipo de alimentos.
Predominan las Bifidobacterium en un 90% en niflos amantados y los
Lactobacillus se encuentran en menor proporcion (L. acidophilus L. gasseri, L.
johnsonii) pocos bacteroides, coliformes y clostridium. La leche de férmula
influye en la microbiota del lactante predominando bacteroides, enterococos,
coliformes y clostridios, en una menor concentracibn se encuentran las
bifidobacterias (Wu et al., 2011).



Para el recién nacido un factor clave en su desarrollo de la microbiota intestinal
es la leche materna lo que nos lleva a considerarla como la principal Fuente de
bacterias por su aporte continuo de estas. Un bebé lacta 800 mL de leche
materna al dia, aportando moléculas beneficiosas de inmunidad innata y acidos
especificos; al ingerir diariamente probiéticos entre 10° — 10" UFC/ml estan
estimulando la inmunidad adaptativa del lactante. La ingesta de leche materna
va reduciéndose hasta su total suplencia a los 6 meses ya que se da inicio de la
alimentacién complementaria, por la que en el intestino del infante se producen
cambios en la composicion de microorganismos, estableciéndose una disparidad
entre los nifios amamantados y los que son alimentados con leche adaptada. A
la edad de dos afios, la microbiota es casi similar a la de un adulto dado que las
especies bacterianas adquiridas en la primera etapa de la infancia son
identificadas y toleradas por el sistema inmune. Al comparar un individuo con
otro se observa una variacion de la microbiota, aunque es parcialmente estable,
debido a diferentes circunstancias como la dieta, antibiéticos, infecciones
produciendo cambios temporales (Guarner y Malagelada, 2003; Wu et al., 2011).
2.4. Composicion de la microbiota intestinal

La microbiota intestinal esta establecida en su mayoria por un millar de especies
de microorganismos, el 99 % de bacterias provienen de 30 o 40 especies entre
anaerobias y aerobias, también se encuentran hongos, protozoos y arqueas con
una actividad brevemente conocida. En el intestino humano se encuentran
cuatro filos predominantes son Firmicutes, Bacteroidetes, Actinobacterias y
Protobacterias, estan presentes en su mayoria bacterias del género
Fusobacterium, Bacterorides, Clostridium, Ruminococcus, Eubacterium,
Peptococcus, Peptostreptococcus y Bifidobacterium. Cabe mencionar que los
géneros que se encuentran en menor cantidad son Escherichia coli vy
Lactobacillus (Khanna y Tosh, 2014).

Existen microorganismos en el tracto gastrointestinal humano con predominio en
el sostenimiento de la salud y en la expansion de la enfermedad, a pesar de no
pertenecer a filos numerosos como Firmicutes dentro de este se encuentra el
género de Lactobacillus que son microorganismos anaerobios facultativos con
una disposicion amplia en productos fermentados llamados probidticos son
predominantes en el estbmago y en el intestino delgado, en el ileon de un adulto

conforman aproximadamente un 50% (Khanna y Tosh, 2014).



2.5. Distribucion de la microbiota

La distribucion de la microbiota en el tracto gastrointestinal del huésped es
heterogéneo y presenta una relacion simbidtica, ahora bien los mecanismos
defensivos por ejemplo del ser humano (la saliva, &cido gastrico, sales biliares,
secreciones proteoliticas, pancredticas, etc.) que condicionan la colonizacion y
permanencia bacteriana al sobrevivir a estas condiciones extremas y su
crecimiento no es absoluto en los segmentos del tracto gastrointestinal (WGO,
2017).

2.6. Compuestos antimicrobianos de las bacterias acido lacticas

Las bacterias acido lacticas producen diversos compuestos con diversidad
antimicrobiana de distinta naturaleza, aparte de basarse en la produccién de
acidos gue participan activamente, otros metabolitos inhibitorios que a pesar de
encontrarse en menor cantidad de sintesis contribuyen en los fendmenos de
antibiosis. Destacando la produccion de H,O, y otros provenientes del
metabolismo del O, (02, HO), CO,, diacetilo, acetaldehido, reuterina, benzoato,
enzimas bacterioliticos, bacteriocinas, asi como otros compuestos inhibitorios sin
identificar (Lindgren y Dobrogosz, 1990; Piard y Desmazeaud, 1991).

2.6.1. Acidos organicos

El &cido lactico, acido férmico, &cido acético y etanol son producidos por la
fermentacion de la glucosa u otras hexosas, luego se emiten al medio
extracelular y al presentar un pH menor a 4 inhiben o retrasan el crecimiento de
alterantes o microorganismos patdégenos como bacterias, esporas de hongos y
levaduras (Salminen et al., 2004).

2.6.2. Pero6xido de hidrégeno y otros metabolitos del oxigeno

Los metabolitos del oxigeno producidos son anién superéxido (O%), perodxido de
hidrogeno (H,O,) y el radical hidroxilo (HO). Uno de los principales efectos
antimicrobiano es inhabilitar a las enzimas por la oxidacién de los grupos
sulfidrilos y al peroxidar los lipidos de la membrana acrecientan la permeabilidad
logrando que estos metabolitos inhiban al microorganismo con el cual se
enfrentan (Tortora et al., 2007).

2.6.3. Diacetilo

El efecto antimicrobiano frente a bacterias hongos y levaduras es probable que
ocurra al inactivar sus enzimas por la liberacion al medio extracelular del
diacetilo que es sintetizado en la via de degradacion del piruvato presenta un

efecto inhibitorio (Salminen et al, 2004).



2.6.4. Acetaldehido

Lactobacillus delbrueckii spp. bulgaricus por ejemplo produce acetaldehido y
glicina por la accién de la treonia-aldosa la cual rompe la treonina En productos
lacteos la concentracion de 10 a 100 ppm de acetaldehido, inhibe el crecimiento
de Escherichia coli, Salmonella typhimurium y Staphylococcus aureus (Piard vy
Desmazeaud, 1991).

2.6.5. Bacteriocinas

El término bacteriocina se describio en 1925, al descubrir las colinas como
producto de sintesis ribosbmico que se secretan extracelularmente con un
espectro de accién bactericida. Existe una heterogeneidad de bacterias
probidticas tanto que las bacteriocinas secretadas por las Gram positivas
expresan un efecto antimicrobiano amplio en comparacién con de las producidas
por bacterias Gram negativas (Jack et al., 1995).

Klaenhammer y Kullen (1999) mencionan los siguientes criterios que las
bacteriocinas deben cumplir con caracteristicas como un espectro de accién
frente a especies que estén o0 no relacionadas filogenéticamente a la cepa
productora, presentar una accion bactericida, para actuar como inhibidor debe
fijarse en un receptor especifico que se encuentra sobre un blanco y cabe
resaltar que la cepa productora no se debe ver afectada por sus propias
bacteriocinas sintetizando una molécula inmunizadora.

Los lactobacilos comparten con otras bacterias &cido lacticas el potencial de
inhibir el desarrollo de microorganismos perjudiciales, por lo tanto, prevenir el
crecimiento de microorganismos no deseados asociados con humanos y
animales. El efecto principal de la reduccién del pH es de gran importancia, pero
este efecto se apoya en la formacion de numerosos compuestos que pueden
producirse segun los factores ambientales y la dotacién genética de una especie
o cepa(Vos et al., 2009).

2.7. Microorganismos patégenos

Escherichia coli presenta forma de baston, Gram negativos, oxidasa negativa,
aerobias crecen de preferencia a una temperatura de 37 °C, moviles o inmdviles,
presentan flagelos peritricos y son de la familia de Enterobacteriaceae, para su
aislamiento se usa medios selectivos como Agar MacConkey ya que las colonias
de Escherichia coli al ser positivas a lactosa apareceran rojas o rosadas (Nataro
y Kaper, 1998).



Salmonella enteritidis se trasmite este patdgeno a los seres humanos al estar
presente en alimentos y animales también existen personas que son reservorios
y excretan en sus heces al microorganismo patégeno (Amorin et al., 2006).
Proteus vulgaris: es un integrante de la familia de las enterobacterias, el género
produce interés como caracteristica principal no produce ureasa ni gelatinasa,
son bacilos Gram negativos, moviles; su habitad natural es el intestino del
hombre, que pueden originar infecciones en diversas regiones y sistemas del
organismo como el sistema urinario y digestivo (Largo et al., 1973).

El cirujano Sir Alexarder Ogston en 1880 demostro que ciertos absesos eran
causados por coco agrupados con forma de racimos, Illamandolo
Staphylococcus, proveniente de los términos griegos “sthaphile” y “kokkus”.
Staphylococcus aureus es un coco Gram positivo, esférico y se agrupa en
racimos. Los que presentan una tasa de colonizacibn mayormente en pacientes
con hemodidlisis, diabéticos, adictos a drogas, personal de salud entre otros,
puede convivir como huésped de la microbiota intestinal del ser humano sin
causar dafio a pesar de su factor de virulencia (Seija, 2006).

Enterococcus faecalis: son microorganismos cocos Gram positivos aisladas en
parejas 0 en cadenas, son anaerobios facultativos y catalasa negativos. E.
faecalis estd presente en un 80% a 90% en aislamientos clinicos ya que es el
patdgeno humano mas frecuente (Rodrigez, 2006).

Candida albicans: es una levadura que produce patologias en el hombre
frecuentemente con variadas manifestaciones clinicas. Esta presente en la
mucosa bucal, tracto gastrointestinal, vaginal y actia como oportunista en las
infecciones micéticas como infecciones cutaneas, afecciones pulmonares,
septicemia y otras manifestaciones (Rinaldi, 1993).

2.8. Definicién de probidtico

En 1965 Stillwell y Lily lo definieron como “sustancias secretadas por un
microorganismo que estimula el crecimiento de otro” (Lily y Stillwell, 1965).

La FAO/OMS en el 2002, para ayudar a la interpretacién establecié al probidtico
como “Cepas de microorganismo estrictamente seleccionados que, al ser
administrados en cantidades adecuadas, confieren un beneficio para la salud en
el individuo” (FAO/WHO, 2002; pp.1 -4).

2.9. Caracteristica de un probiético

Un probiotico debe reunir ciertas caracteristicas como habitar normalmente en el

intestino humano, no ser patégeno no producir toxinas, sobrevivir en medios



acidos (estdbmago), sales biliares (duodeno), la microbiota nativa no debe ser
desplazada, producir sustancias antimicrobianas, aumentar la capacidad inmune
y la accion metabdlica, se observa en los géneros de Lactobacillus, Lactococcus,
Streptococcus, Bacillus, Bifidobacterium, Saccharomyces, que tienen
propiedades benéficas para la salud (Dunne et al., 2001).

2.10. Capacidad probiética

Las BAL deben cumplir con la condicion de probidtico en ambientes como en el
estdbmago ya que ahi se secreta jugo gastrico formado por moco, enzimas y un
acido fuerte (HCI). La superficie interna de la pared estomacal presenta muchos
pliegues, que llevan a glandulas géstricas tubulares, estas tienen tres tipos de
células que secretan moco, el cual lubrica y protege las células que recubren el
estdbmago; otras células que secretan pepsindégenos que es una forma inactiva
de la enzima digestiva pepsina y acido clorhidrico (HCI); esto favorece a la
digestién, pero sobreviven muy pocos microorganismo a esta condiciones por lo
cual es utilizado para defenderse de los patégenos potenciales (Campbell et al.,
2001), también estan presentes las sales biliares que al liberarse en el duodeno
solubilizan las grasas y presentan un efecto antimicrobiana desorganizando la
membrana del microorganismo condicionando la funcionalidad de las bacterias
intestinales (Ruiz et al., 2013), por lo cual el probiético debe tolerar las sales
biliares, la literatura sefiala que la hidrolasa protegeria a los microorganismos
probidticos de la accién antimicrobiana de la bilis actuando como un marcador de
adaptacion microbiano al ambiente intestinal (Reinheimer y Zalazar, 2006). El
transito en el colon es lento para dar un mayor tiempo de residencia para el
crecimiento de microrganismo y permitir una interaccion lumen mucosa (Khanna
y Tosh, 2014).

2.11. Efecto de los probidticos en diferentes patologias

2.11.1. Prevencion de la diarrea aguda

En “la prevencion de la diarrea infantil y del adulto solamente hay evidencia que
sugiere que Lactobacillus GG, L. casei DN-114 001 y Sacharomyces boulardii
son eficaces en algunas condiciones especificas” (WGO, 2011, p -16).

2.11.2. Tratamiento de la diarrea aguda

Se ha confirmado que la administracion oral de probi6ticos como Lactobacillus
reuteri ATCC 55730, Lactobacillus rhamnosus GG, Lactobacillus casei DN-114
001 y Sacharomyces boulardii son utiles ya que disminuyen la severidad y la

duracion de enfermedades diarreicas en niflos. Cada cepa de probioticos
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presenta un mecanismo de accion especifica; en varios ensayos clinicos y
controlados los probidticos se han mostrado como seguros y eficaces, en
especial cuando se suministra oportunamente (Nova et al., 2007).

2.11.3. Diarrea asociada a antibioticos

Sacharomyces boulardii, Lactobacills rhamnosus GG, Lactobacillus casei DN-
114 001 se muestran eficaces en nifios o adultos que sufren de diarreas por una
terapia de antibiéticos cabe sefialar que Lactobacillus casei DN-114 001 también
es eficiente frente a diarreas provocadas por Clostridium difficile (adultos
hospitalizados) (Nova et al., 2007).

2.11.4. Sindrome de intestino irritable (SlI)

Bifidobacterium infantis 35624 utilizado en estudios recientes demostro disminuir
la distencion abdominal, flatulencias mejorando el dolor y otorgando una mejoria
general. Al utilizar placebos y probiéticos en otro estudio este Ultimo demostro
ser una efectiva terapia frente al intestino Irritable. Todos estos estudios sugieren
que al emplear ciertos probiéticos como es el caso de Lactobacillus reuteri, que
mitiga el dolor abdominal funcional que sufre el individuo (Nova et al., 2007).
2.11.5. Erradicacion de Helicobacter pylori

Los lactobacilos que se encuentran dentro del grupo de bacterias acido lacticas,
disminuyen el efecto colateral de antibiéticos. En los ensayos aleatorizados al
adicionarse un esquema de medicamentos con probidticos se advierte un
aumento en la taza de erradicacion de H. pylori, utilizandose en pacientes en los
que la medicacién sola no es suficiente, como tampoco no hay evidencia
competente de que un probiotico por si solo erradique a H. pylori por lo tanto
estos estudios nos muestran que el probidtico sirve como adyuvante en la
eliminacion de H. pylori (Nova et al., 2007).

2.11.6. Efectos inmunomoduladores

La literatura nos manifiesta que el probidtico modula la respuesta inmune en la
mucosa intestinal y sistémica en seres vivos del reino animal, por lo cual se
evalia el manejo terapéutico de enfermedades inflamatorias. En el hombre el
balance de la microbiota intestinal puede estar influenciado por estrés,
medicamentos, leches artificiales, la senectud y las enfermedades
gastrointestinales (Nova et al., 2007).

2.11.7. Infeccién del tracto genitourinario

Existe ciertas evidencias de que los probidticos actian preventivamente en

trastornos del aparato urogenital al administrar por medio de alimento y/o
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preparacion tépicos (FAO/WHO, 2002), al disminuir la cantidad de Lactobacillus
o al ser practicamente nulo el asentamiento de uropatdgenos aumenta como es
el caso de Escherichia coli, bacilos Gram negativos, Gardnella vaginalis, entre
otros (Reid y Devillard, 2004; Stapleton, 2003).

2.11.8. Micosis vulvovaginales

Los probidticos presentes en la vagina sintetizan compuestos antimicrobianos
gue se coagregan con los patdgenos contribuyendo en el equilibrio de la
microbiota existente en este drgano por lo tanto reducen infecciones vaginales y
vulvovaginitis candididsica (Urrdtia et al., 2014; Suérez et al., 2015). Al utilizar los
probidticos como adyuvantes en la terapia de infecciones fingicas se mostré una
mayor eficacia (Liu et al., 2013).

2.12. Prebibticos

Se definié como “sustancias de la dieta que nutren a grupos seleccionados de
microorganismos que habitan en el intestino favoreciendo el crecimiento de
bacterias beneficiosas sobre las nocivas” (WGO, 2011; p - 5).

2.13. Simbidticos

“Los simbidticos son combinaciones apropiadas de prebidticos y probiéticos

ejerciendo un efecto prebiodtico como probidtico” (WGO, 2011; p-5).
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. MATERIALES Y METODOS

3.1. Lugar de ejecucion

La investigacion se llevé a cabo en el Laboratorio de Biotecnologia de la

Facultad de Ciencias Biologicas de la Universidad Nacional San Cristobal de

Huamanga durante los meses de abril a noviembre del 2019.

3.2. Material bioldgico

Se identificd el binomio madre-nifio en el Centro de Salud Los Licenciados, por la

temporalidad de 2 meses, tomando 46 muestras biolégicas que contenian los

pafales de los infantes, previo consentimiento informado de las madres de
familia, teniendo en cuenta la lactancia materna exclusiva y que no tengan

enfermedades gastrointestinales (Anexo 19 y 20).

3.3. Metodologia

3.3.1. Traslado de muestras biolégicas

e Los pafales de los infantes de 2 a 6 meses de edad, fueron recolectadas y
transportadas en un cooler, luego en el laboratorio se procedié a sembrar las
muestras de heces (Rodriguez, 2009).

3.3.2. Aislamiento de bacterias acido lacticas

e Con un hisopo estéril se tomd una porcién de heces que contenia el pafial, se
sembrd en el caldo Lactobacilli y posteriormente se incubé a 37 °C durante 24
horas (Rodriguez, 2009).

e Luego del crecimiento en el caldo Lactobacilli, se sembré por agotamiento en
superficie en agar Lactobacilli e incubé a 37 °C durante 24 horas para su
respectiva identificacion y elaboracion del cepario (Rodriguez y Garcia-Godos,
2017).

3.3.3. Identificacién de las cepas aisladas

Caracteristicas macroscopicas

e Se sembr6 una asada del cultivo aislado en el caldo Lactobacilli e incubé a

37°C durante 24 horas, posteriormente se sembrd en agar Lactobacilli por
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agotamiento en superficie e incub6é a 37 °C durante 24 horas (Rodriguez y
Garcia-Godos, 2017).

e Luego se observo las caracteristicas macroscopicas de las colonias que
crecieron en agar Lactobacilli; siendo de forma circular, borde entero y color
blanco opaco (Vos et al., 2009; Prescott et al., 2004).

Caracteristicas microscopicas

e Se sembr6 una asada del cultivo aislado en el caldo Lactobacilli e incub6 a
37°C por 12 horas (Rodriguez y Garcia-Godos, 2017).

e Después del crecimiento se realizo la tincibn de Gram y se observé en el
microscopio utilizando el objetivo de 100X, debiendo ser Gram positivas y de
forma bacilar (Clark et al., 2009).

Prueba de fermentacion de azlcares

o Primero se prepar6 el medio base para los hidratos carbono, luego se llevo a
una temperatura de 50°C, distribuyendo 5 mL en cada tubo de ensayo (Mac-
Faddin, 1990).

e Luego se agrego los hidratos de carbono a cada tubo 0,5 % la salicina y los
demas azlcares como arabinosa, celobiosa, fructosa, galactosa, glucosa,
lactosa, maltosa, manitol, manosa, rafinosa, rhamnosa, ribosa, melibiosa,
sorbitol, sacarosa, xilosa, inulina 'y almidén al 1 % (Mac-Faddin, 1990).

e Finalmente se agregaron 100 pL de las cepas aisladas y sembradas
previamente en caldo Lactobacilli a 37 °C por 18 horas. (Mac-Faddin, 1990)
Los cambios de color que se observaron permitieron la identificacion de las
cepas, observar en el anexo 6, 7 y 8 (Vos, et al., 2009; Petrova-Dimitonova
et al., 2008).

3.3.4. Prueba del efecto antimicrobiano in vitro

e Se sembro en caldo Nutritivo las bacterias patégenas Salmonella enteritidis
ATCC 13076, Escherichia coli ATCC 25922, Proteus vulgaris ATCC 13315,
Staphylococcus aureus ATCC 25923 y Enterococcus faecalis ATCC 29212,
se incub6 a 37 °C por 24 horas y en el caso de Candida albicans ATCC
90028 (Anexo 13) se sembrd en caldo Sabouraud e incub6 a 25 °C por 24
horas (Rodriguez y Garcia-Godos, 2017; Sacsaquispe y Velasquez, 2002).

e Luego las cepas patdgenas sembradas se compararon con la escala de
McFarland con una turbidez equivalente al tubo N° 0,5 (Rodriguez y Garcia-
Godos, 2017).
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Se prepar6é el agar de Miller Hinton y Sabouraud, se esterilizd y se
distribuyé en placas de Petri (Rodriguez y Garcia-Godos, 2017).

Después con un hisopo estéril y diferente se sumergié en el caldo nutritivo o
en caldo Sabouraud, y se sembrd por agotamiento en superficie en tres
direcciones de forma uniforme en el agar de Miller Hinton o en el agar
Sabouraud segun el patdgeno a sembrar (Rodriguez y Garcia-Godos, 2017).
Previamente las cepas de las bacterias aisladas e identificadas fueron
sembradas en caldo Lactobacilli e incubadas a 37 °C por 18 horas, se
compar6 con la escala de McFarland con una turbidez equivalente al tubo
N° 4 (Rodriguez y Garcia-Godos, 2017).

La actividad antagdnica se realizé por el método de difusién de pocillos en
agar, para lo cual se utilizé un sacabocado para obtener pocillos en las
placas con el agar Miiller Hinton y Sabouraud anteriormente sembrados con
los patdégenos. Luego se inoculd 25 uL de las cepas aisladas e identificadas
de Lactobacillus en cada pocillo (Montville et al., 1999).

Después se incub6 a 37 °C por 24 horas en caso de las bacterias patdégenas
y para la levadura se incub6 a 25 °C por 24 horas. Finalmente se observo el
efecto antimicrobiano y se procedié a medir el diametro de los halos de
inhibicion (Rodriguez y Garcia-Godos, 2017; Sacsaquispe y Velasquez,
2002).

3.3.5. Evaluacion de la capacidad probidtica

Tolerancia a pH acido

Se preparé caldo Lactobacilli el cual fue ajustado a diferentes pH 2,0; 3,0; 4,0
y 5,0 con HCl al 0,1 N; distribuyendo 5 mL en cada tubo de ensayo.
Previamente las cepas aisladas de Lactobacillus, se sembraron en caldo
Lactobacilli a 37 °C por 18 horas.

En cada tubo con diferentes pH; se inocul6 100 uL de las cepas aisladas de
cultivo joven de Lactobacillus. Luego se incub6 a 37 °C durante 24 horas

(Spencer y Ragout, 2001; Rodriguez y Garcia-Godos, 2017).

Tolerancia a jugo gastrico

Se prepard jugo gastrico artificial, para lo cual se utilizé NaCl (2 g/ L) y pepsina
(3,2 g/L) luego se ajusté el pH a 3,5 usando solucion de HCI al 0,1 N;

distribuyendo 5 mL en cada tubo de ensayo.
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Como control, se ajustd jugo gastrico artificial a un pH de 6,5 — 7,0 usando
NaOH al 5 N. Las cepas de Lactobacillus se sembraron en caldo Lactobacilli a
37 °C por 24 horas.

En los tubos, conteniendo jugo géstrico artificial; se inoculé 100 yL de las
cepas aisladas de cultivo joven de Lactobacillus. Luego se incubé a 37°C por

24 horas (Spencer y Ragout, 2001; Rodriguez y Garcia-Godos, 2017).

Tolerancia a sales biliares

Se preparé caldo Lactobacilli, después se suplement6 con sales biliares a
0,05;0,1; 0,15y 0,3 % (p/v), distribuyendo 5 mL en cada tubo de ensayo.
Previamente las cepas aisladas de Lactobacillus, se sembraron en caldo
Lactobacillia 37°C por 18 horas.

En el caldo suplementado con sales biliares, se inocul6 100 pL de las
cepas aisladas de cultivo joven de Lactobacillus. Luego se incub6 a 37 °C por
24 horas (Spencer y Ragout, 2001; Rodriguez y Garcia-Godos, 2017).

3.4. Analisis estadistico

A partir de los datos se obtuvieron las estadisticas descriptivas. Se realizo el

andlisis de varianza simple y en la comparacion de promedios se empled la

prueba de Tukey con un nivel de confianza del 95%. Los andlisis estadisticos se

realizaron con el programa estadistico Minitab 18 y Microsoft Excel 2019.
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IV. RESULTADOS
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Tabla 1. Especies de Lactobacillus aislados de heces de infantes de 2 a 6 meses

de edad atendidos en el Centro de Salud Los Licenciados 2019.

Especies N° %
L. paracasei 8 57
L. acidophilus 6 43
TOTAL 14 100

Fuente: Elaboracién propia
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Tabla 2. Caracteristicas macroscoépicas de Lactobacillus aislados de heces de infantes de 2 a 6 meses de edad atendidos en el Centro
de Salud Los Licenciados 2019.

CODIGO DE . o _ _ _
CEPA Forma Borde Elevacion Superficie Consistencia Color Brillo
1 Circular Entera Elevado Rugosa Cremosa Blanca y opaca Mate
2 Circular Entera Convexa Lisa Seca Blanca y opaca Mate
3 Circular Entera Elevada Rugosa Cremosa Blanca y opaca Mate
4 Circular Entera Convexa Lisa Seca Blanca y opaca Mate
5 Circular Entera Elevada Rugosa Cremosa Blanca y opaca Mate
6 Circular Entera Convexa Lisa Seca Blanca y opaca Mate
7 Circular Entera Elevada Rugosa Cremosa Blanca y opaca Mate
8 Circular Entera Elevada Rugosa Cremosa Blanca y opaca Mate
9 Circular Entera Elevada Rugosa Cremoso Blanca y opaca Mate
10 Circular Entera Elevada Rugosa Cremosa Blanca y opaca Mate
11 Circular Entera Convexa Lisa Seca Blanca y opaca Mate
12 Circular Entera Elevada Rugosa Cremosa Blanca y opaca Mate
13 Circular Entera Convexa Lisa Seca Blanca y opaca Mate
14 Circular Entera Elevada Lisa Seca Blanca y opaca Mate

Fuente: Elaboracion propia
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Tabla 3. Caracteristicas microscépicas de Lactobacillus aislados de heces de
infantes de 2 a 6 meses de edad atendidos en el Centro de Salud Los
Licenciados 2019.

CODIGODE REACCION

CEPA Gram CARACTERISTICAS
1 + Bacilo en cadena
2 + Bacilo en cadena
3 + Bacilo en cadena
4 + Bacilo individual y en cadena
5 + Bacilo en cadena
6 + Bacilo individual y en cadena
7 + Bacilo en cadena
8 + Bacilo en cadena
9 + Bacilo en cadena
10 + Bacilo en cadena
11 + Bacilo individual y en cadena
12 + Bacilo en cadena
13 + Bacilo individual y en cadena
14 + Bacilo individual y en cadena

Fuente: Elaboracion propia
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Tabla 4. Identificacion de especies de Lactobacillus aislados de heces de
infantes de 2 a 6 meses de edad atendidos en el Centro de Salud Los
Licenciados 2019.

CODIGO DE ESPECIES

CEPAS AISLADAS IDENTIFICADAS
Lp-1 Lactobacillus paracasei
La-2 Lactobacillus acidophilus
Lp-3 Lactobacillus paracasei
La-4 Lactobacillus acidophilus
Lp-5 Lactobacillus paracasei
La-6 Lactobacillus acidophilus
Lp-7 Lactobacillus paracasei
Lp-8 Lactobacillus paracasei
Lp-9 Lactobacillus paracasei
Lp-10 Lactobacillus paracasei
La-11 Lactobacillus acidophilus
Lp-12 Lactobacillus paracasei
La-13 Lactobacillus acidophilus
La-14 Lactobacillus acidophilus
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Tabla 5. Diametro de los halos de inhibicion de Lactobacillus aislados de heces de infantes de 2 a 6 meses de edad atendidos en el
Centro de Salud Los Licenciados 2019.*

N° DE CEPAS Salmonella enteritidis Escherichia coli Proteus vulgaris  Enterococcus faecalis Staphylococcus aureus Candida albicans
AISLADAS ATCC 13076 mm ATCC 25922 mm ATCC 13315 mm ATCC 29212 mm ATCC 25923 mm ATCC 90028 mm
Lp-1 -- -- 15,3 -- -- 22
La-2 13,7 14 14,7 15,3 -- --
Lp-3 -- -- 13,3 -- 14,7 --
La-4 21 -- -- -- -- --
Lp-5 24 15 -- 14 15 19,3
La-6 16 -- -- 13,7 14 --
Lp-7 14,3 -- 13 -- -- --
Lp-8 14 -- 14,3 -- 14,3 20,3
Lp-9 15 -- 14 14 13 --
Lp-10 18 -- -- 13,3 13,7 --
La-11 -- 16,7 -- -- -- 20
Lp-12 13,3 14,3 12,7 16,7 16 19
La-13 -- 12 14 14,3 -- 21,3
La-14 16,3 17,7 13,7 17 15 --

Fuente: Elaboracién propia

* Con 3 repeticiones
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Figura 1. Efecto antimicrobiano de cepas de Lactobacillus aislados de heces de infantes de 2 a 6 meses de edad atendidos en el Centro
de Salud Los Licenciados 2019 frente a microorganismos patégenos Gram negativos.
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Figura 2. Efecto antimicrobiano de cepas de Lactobacillus aislados de heces de infantes de 2 a 6 meses de edad atendidos en el Centro
de Salud Los Licenciados 2019 frente a microorganismos patégenos Gram positivos.
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Figura 3. Efecto antimicrobiano de cepas de Lactobacillus aislados de heces de infantes de 2 a 6 meses de edad atendidos en el Centro
de Salud Los Licenciados 2019 frente a Candida albicans ATCC 90028.
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Figura 4. Efecto antimicrobiano de cepas de Lactobacillus aislados de heces de infantes de 2 a 6 meses de edad atendidos en el Centro
de Salud Los Licenciados 2019 frente a microorganismos patégenos.
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Figura 5. Porcentaje de microorganismos patégenos inhibidos por Lactobacillus
aislados de heces de infantes de 2 a 6 meses de edad atendidos en el Centro de
Salud Los Licenciados 2019.

28



Tabla 1. Capacidad probiética de Lactobacillus aislados de heces de infantes de

2 a 6 meses de edad atendidos en el Centro de Salud Los Licenciados 2019.

CAPACIDAD PROBIOTICA

CODIGO Jugo N
pH o Bilis (%op/v)
DE gastrico

CEPAS 2 3 4 5 0,05% 0,1% 0,15% 0,3%
La-2 -- - v v v v v v v
Lp-5 - - v v v v v v v
Lp —12 - - v v v v v v v
La-14 -- -- v v v v v v v

Fuente: Elaboracion propia

29



30

€25

E

5 20

.Q

=

£ 15

]

o

8

5 10

]

€

O

a 5
0

La-14 La-2 La-4 La-6 Lp-10  Lp-12 Lp-5 Lp-7 Lp-8 Lp-9

Cepas de Lactobacillus

Fuente: Elaboracién propia

Figura 1. Efecto antimicrobiano de cepas de Lactobacillus aislados de heces de
infantes de 2 a 6 meses de edad atendidos en el Centro de Salud Los
Licenciados 2019 frente a Salmonella enteritidis ATCC 13076
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Figura 2. Efecto antimicrobiano de cepas de Lactobacillus aislados de heces de
infantes de 2 a 6 meses de edad atendidos en el Centro de Salud Los
Licenciados 2019 frente a Escherichia coli ATCC 25922
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V. DISCUSION

En la investigacion se aislaron 14 cepas de Lactobacillus de heces de infantes
(Tabla 1), resultados que coinciden con Paitan et al. 2019, quienes asilaron 48
cepas entre Lactobacillus y Enterococcus de neonatos, si bien la microbiota es
relativamente estable varia de un individuo a otro o incluso en el mismo
individuo, ya sea por la dieta u otras circunstancias como se observa en la
investigacion en la que se utiliz6 muestras de heces de infantes de 2 a 6 meses
de edad alimentados exclusivamente con leche materna, lo que resulta en la
variacion de la microbiota (Khanna y Tosh, 2014).

La identificacion de las BAL se realizO en base a las caracteristicas
macroscopicas en las que se evalué la forma, borde, elevacion, superficie,
consistencia, color y brillo (Tabla 2), resultados que son similares con Rojas
2011, quien observo en aislamiento e identificacion de Lactobacillus spp. de
heces de nifios lactantes, como las caracteristicas culturales de las colonias
como bordes regulares, aspecto cremoso y sin brillo. En las caracteristicas
microscépicas se determind la reaccion frente a la tincion de Gram como
también las caracteristicas de forma y agrupacion, lo que se visualiza en la Tabla
3, observando que el 100 % son Gram positivas de forma bacilar, agrupados en
cadena y células individuales, estos resultados confirman lo reportado por Rojas
(2011), evidenciando bacilos Gram positivos con una morfologia individual y
ausencia de esporas.

Para la identificacibn de las cepas se realiz6 la prueba de capacidad
fermentativa de azucares, para lo cual se utilizd 19 azlcares (salicina, arabinosa,
celobiosa, fructuosa, galactosa, glucosa, lactosa, maltosa, manitol, manosa,
rafinosa, rhamnosa, ribosa, melibiosa, sorbitol, sacarosa, xilosa, inulina y
almidon), producto de ello se identific6 que dentro de las 14 cepas aisladas, 6

fueron Lactobacillus acidophilus y 8 Lactobacillus paracasei (Tabla 4) las que
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fueron identificadas en base al Manual de Bergey, los resultados coinciden con
la investigacion realizada por Mufioz 2011, en la que procesé 12 muestras de
heces de nifos alimentados exclusivamente con leche materna de los cuales se
identificaron cepas de Lactobacillus paracasei y Lactobacillus rhamnosus, no
llegaron a aislar Lactobacillus acidophilus debido a que en el aislamiento
utilizaron el medio Man Rogosa Sharp (MRS), por lo que este medio carece del
jugo de tomate compuesto esencial para el crecimiento de Lactobacillus
acidophilus ya que en su composicién contiene vitaminas y minerales para el
desarrollo de las BAL (Vos et al., 2009).

Al realizarse la prueba de inhibicién de las cepas de Lactobacillus frente a los
microorganismos patdgenos seleccionados para la investigacién (Tabla 5), se
observé que la cepa Lp-12 (Lactobacillus paracasei) presento inhibicion frente a
las 6 cepas de patdégenos; Gram negativas como Escherichia coli ATCC 25922,
Salmonella enteritidis ATCC 13076, Proteus vulgaris ATCC 13315; Gram
positivas, Staphylococcus aureus ATCC 25923, Enterococcus faecalis ATCC
29212 y una levadura Candida albicans ATCC 90028 (Figura 1, 2 y 3); mientras
gue las cepas Lp-5 y La-14 presentan inhibicion de un 83 % al menos a un
microrganismo patégeno de los grupos Gram negativas, Gram positivas y
levaduras (Figura 4), en cambio solo el 21,4 % de Lactobacillus inhiben a las
tres cepas de Gram negativas, el 42,9 % a Gram positivas y a levaduras (Figura
5). Es importante sefialar que en base a la investigacion se aislé cepas de
Lactobacillus que presentan una inhibicion de amplio espectro, mientras que
otras cepas son mas especificas para bacterias Gram negativas, Gram positivas
y para levaduras; propiedades que son muy importantes para el tratamiento de
diferentes enfermedades. En la Tabla 5, se observa cepas que presentaron un
mayor halo de inhibicién frente a bacterias Gram negativas siendo la cepa Lp-5
(Lactobacillus paracasei) la cual se puede potenciar como una cepa probiédtica
para el tratamiento de enfermedades como infecciones urinarias, diarreas,
peritonitis y otras enfermedades, (Bush et al.,, 2020) la cepa que inhibi6 a
bacterias Gram positivas fue La-14 (Lactobacillus acidophilus), esta se puede
aprovechar para el tratamiento de enfermedades causantes de infecciones de la
piel. (Bush et al., 2019) Finalmente, Lp-1 (Lactobacillus paracasei) presentd un
mayor halo de inhibicion frente a la levadura Candida albicans ATCC 90028, esta
cepa puede ser utilizada como antimicético o adyuvante al tratamiento

antifungico (Liu et al., 2013), también se aislaron cepas de Lactobacillus como
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Lp-1, Lp-4 Lp-3 y La-11 las que presentan inhibicién frente a uno o dos
patdégenos estudiados, deduciendo que no todas las cepas tienen amplio
espectro para el tratamiento de enfermedades infecciosas.

Se evidencia en la Figura 1 que la cepa Lactobacillus paracasei (Lp-5) inhibi6é a
Salmonella enteritidis ATCC 13076 (24 mm), en cambio la cepa La-14 presenta
una mayor efecto antimicrobiano frente a Escherichia coli ATCC 25922 (17,7
mm) y para Proteus vulgaris ATCC 13315 la cepa Lp-1 inhibié formando un
didmetro de 15,3 mm. Teniendo en cuenta la investigacién de Paitan et al. 2019
en la caracterizacion molecular de bacterias, reportaron antagonismo de las
cepas aisladas de heces de neonatos, todas las cepas aisladas inhibieron a
Salmonella enterica mientras que cuatro cepas inhibieron a Escherichia coli.
Mufioz 2011 aislé a partir de heces de nifios alimentados con leche materna a
Lactobacillus paracasei CNCM 1-4034 que inhibi6 el crecimiento de forma
significativa de las bacterias Salmonella typhimurium CECT 443, Salmonella
typhimurium CECT 4594 y a Salmonella typhi CECT 725. En las investigaciones
mencionadas las cepas de Lactobacillus aisladas producen bacteriocinas
inhibiendo a un elevado porcentaje de bacterias Gram negativas, es importante
sefialar que las bacteriocinas son metabolitos inhibitorios que sintetizan y
contribuyen a fendémenos de antibiosis, necesitando fijarse a un receptor
especifico, la célula productora sintetiza igualmente una molécula que la
inmuniza contra su propia bacteriocina mostrando diferencias entre las BAL y los
patégenos lo que se evidencia en el tamafio de halo de inhibicion (Klaenhammer
y Kullen 1999). En la investigacion de Sanchez et al. 2015, evaluaron las cepas
de Lactobacillus aislados del tracto intestinal de terneros y su actividad
antagonica frente a Salmonella sp. reportaron la formacién de halos de inhibicién
de 32,62 + 0,04 mm y frente a Escherichia coli ATCC 11229 se evidenciaron
halos de inhibicién que llegaron a 32,8 + 0,15 mm, en la investigacién se realiz
la prueba antimicrobiana de Lactobacillus paracasei y Lactobacillus acidophilus
gque son diferentes cepas, por lo que se reporta una diferencia en la sensibilidad
frente a los patdgenos. Por otro lado Goudarzi et al. (2016) evaluaron el efectos
antimicrobianos de bacteriocinas contra Proteus spp. , extrayendo bacteriocinas de
especies de Lactobacillus, sefialando que la mayor actividad inhibitoria fue
producida por las bacteriocinas de Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 frente a
Proteus vulgaris PTCC 1182, en comparacion con la investigacion la cepa

Lactobacillus paracasei y Lactobacillus acidophilus inhibieron a Proteus vulgaris
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ATCC 13315, resultado que sefala la efectividad de cepas de Lactobacillus
aisladas, esto se debe a que las bacteriocinas penetran la membrana externa de
las bacterias Gram negativas para inactivarlas y producir la lisis celular (Yusuf,
2013).

La cepa que inhibié y formd un mayor halo de inhibicién frente a Enterococcus
faecalis ATCC 29212 fue la cepa La-14 (17 mm) y para Staphylococcus aureus
ATCC 25923 fue la cepa Lp-12 la que se evidencidé con un mayor halo de
inhibicién de 16 mm (Figura 2). Comparando con Rine et al. (2019), que aislaron
BAL de pollos de engorde sefalé una capacidad de inhibicion contra 6 cepas
patdgenas que incluyen a Escherichia coli ATCC 10536, Salmonella enteritidis
ATCC 13098 y Enterococcus faecalis ATCC 51299 y la BAL aislada fue
Lactobacillus reuteri que formé de 16,5 = 0,71 mm de halos de inhibicién frente a
Enterococcus faecalis, resultados que coinciden con la investigacién. Sanchez et
al. 2015; realizaron el antagonismo in vitro de Lactobacillus spp. aislados del
tracto intestinal de terneros, observandose la accién antimicrobiana de la cepa
M5 frente a Staphylococcus aureus formé un mayor halo de inhibicién, con un
diametro de 31+ 0,03 mm; es claro que existe efecto inhibitorio, aunque estas
cepas fueron aisladas del tracto gastrointestinal de terneros. En el estudio de
levaduras se realiz6 la prueba antimicrobiana de las 14 cepas aisladas de
Lactobacillus, de las cuales se observé que la cepa Lp-1 formé un mayor halo de
inhibicion de 22 mm de didmetro frente a Candida albicans ATCC 90028 (Figura
3), este resultado es similar a lo reportado por Sanchez et al. 2011, donde
aislaron cepas de Lactobacillus spp. de la vagina de mujeres sanas, observando
que cinco cepas inhibieron a Candida albicans. Estos resultados se fundamentan
en la actividad por ejemplo del peréxido de hidrogeno o las bacteriocinas que
frente a bacterias Gram positivas, alteran la membrana plasmatica del patégeno
al formar poros; como también los productos de la fermentacion como acida
lactica, &cido acético y la formacion de perdoxido de hidrégeno todos estos
compuestos inhiben el crecimiento de patégenos (Lindgren y Dobrogosz, 1990;
Piard y Desmazeaud, 1991).

En base a las pruebas de inhibicion se han seleccionado cuatro cepas que
presentaron mayor didmetro en los halos de inhibicion frente a los
microorganismos patogenos y se les realiz6 la evaluaciébn de capacidad
probidtica, teniendo en cuenta la tolerancia a pH de 2, 3, 4 y 5, a sales biliares al
0,05 %; 0,1 %; 0,15 % y 0,3 % y en jugo gastrico artificial como se muestra en la
Tabla 6.
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Las cepas de Lactobacillus paracasei (Lp-5 y Lp-12) y Lactobacillus acidophilus
(La-2 y La-14), mostraron crecimiento a un pH de 4 y 5, y no presentaron
crecimiento a pH 2 y 3, resultados que coinciden con lo reportado por Acevedo et
al. 2018 en la que determinaron la tolerancia a un pH entre 3,5 y 4,5; mientras
gque Mufioz 2011, sefialé que la cepa Lactobacillus paracasei CNCM [-4034
presentan el 100 % de viabilidad a un pH 3,0 coincidiendo parcialmente con
Paitan et al. 2019, que compararon porcentajes de sobrevivencia de 48 cepas
cultivadas a un pH 3, mostrando crecimiento en tres cepas y Rojas 2011,
observé que los cultivos de Lactobacillus spp. aislados de heces de nifios
lactantes, mostraron una sobrevivencia mayor al 45 % al tratamiento acido a pH
de 2 y 3. En la investigacion las cepas de Lactobacillus paracasei (Lp-5y Lp-12)
y Lactobacillus acidophilus (La-2 y La-14) se sembraron en un medio con
pepsina a pH de 3,5 condicién similar al jugo gastrico, observando un menor
crecimiento comparado al crecimiento en caldo Lactobacilli, en la investigacion
de Both et al. (2010) quienes evaluaron el crecimiento de células en jugo
gastrico artificial a pH de 2, reportando que no se observé crecimiento; en
cambio a pH 3, se observé crecimiento el cual fue disminuyendo en funcion del
tiempo y finalmente establecieron un crecimiento éptimo a pH 4; mientras que en
la investigacion de Sanchez et al., 2015, concluyeron que a pH de 2,5; se
evidencio crecimiento de 6 de las 10 cepas seleccionadas aisladas del tracto
gastrointestinal de terneros, en las investigaciones mencionadas fundamentan el
crecimiento a pH menores de 3 debido a la presencia de la enzima proteolitica
como es la pepsina. Resultados que no coinciden con la investigacién debido a
gue se estudié a cepas aisladas de diferente Fuente, en cambio los resultados
presentan similaridad cuando se aislaron de la misma Fuente como son las
heces de neonatos reportados por Paitan et al., 2019, es importante mencionar
que las especies de Lactobacillus sefaladas son cepas diversas y por ello
presentan diferente capacidad probibtica. La capacidad de Lactobacillus de
crecer en medios de pH inferior de 5 se logra gracias a mecanismos que les
permite mantener el pH intracelular celular cercano a la neutralidad como las
bombas de extraccibn de protones, sin embargo, la eficiencia de estos
mecanismos puede variar en los miembros de una misma especie (Vos et al.,
2009). Es fundamental estudiar la capacidad probiética de cada cepa debido a
gue el estbmago secreta jugo gastrico formado por moco, enzimas como pepsina

y acido clorhidrico (HCI); esto favorece a la digestion, el acido clorhidrico
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estomacal disminuye el pH a niveles bajos, cercano a uno y bajo estas
condiciones pocos microorganismos sobreviven, constituyendo una barrera de
defensa para la sobrevivencia de patégenos (Campbell et al., 2001).

En el estudio las cepas de Lactobacillus paracasei (Lp-5 y Lp-12) y Lactobacillus
acidophilus (La-2 y La-14) fueron sometidas a sales biliares de 0,05 %; 0,1 %;
0,15 % y 0,3 %; observando una disminucion en el crecimiento de Lactobacillus
a una concentracion de 0,3 % valores que coincidiendo con Paitan et al., 2019,
quienes probaron el crecimiento a 0,3 % de sales biliares, reportando que cinco
cepas crecieron al igual que la cepa de referencia Lactobacillus plantarum ATCC
25922, como también Rojas 2011, prob6 la tolerancia y desarrollo
suplementadas con sales biliares a una concentracion de 0,3 % y 0,5 % en caldo
MRS, en las que se sembraron las 24 cepas que aislaron de Lactobacillus spp.
observandose el crecimiento de todas las cepas aisladas. Both et al.,, 2010;
evaluaron a 0,3 %, 0,5 % y 1% de sales biliares, observando disminucion en el
crecimiento de las cepas de Lactobacillus, como encontramos en la literatura la
diversidad de resultados se debe a la hidrolasa que aparte de actuar como un
detergente también protegeria a los microorganismos probiéticos de la accion
antimicrobiana de las sales bilis, actuando como un marcador de adaptacién
microbiano al ambiente intestinal (Reinheimer y Zalazar, 2006).

Se determind que las cepas La-14, Lp-5 y Lp-12 son eficientes para inhibir el
crecimiento de bacterias Gram negativas, Gram positivas y levaduras en base a
ello podemos generar probioticos con estas tres cepas las cuales tendrian un
efecto de amplio espectro empleandose para infecciones diarreicas, sindrome de
intestino irritable  (Sll), erradicacion de Helicobacter pylori, efectos
inmunomoduladores, alergias e infecciones vaginales, con la ventaja que no
presentarian efectos colaterales debido a que es un producto natural que en
comparacion con los farmacos presentan efectos adversos que pueden
expresarse de distinta forma e intensidad supeditado a la sensibilidad del
individuo (Yusuf, 2013). También es necesario sefialar que con la administracion
de medicamentos se presentan resistencia frente a estos y con la desventaja
gue afecta a la economia de los usuarios (Ramos y Olivares, 2010). Actualmente
se conoce que los probioticos, prebidticos y simbidticos son comercializados
como agentes bioterapéuticos por ser catalogados como productos
nutracéuticos, favoreciendo a la prevencion y el mejor funcionamiento del
organismo (ONU, 2018).
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La Organizacion Mundial de Gastroenterologia muestra evidencias cientificas de
la administracion oral de cepas probidticas y/o prebibtico presentando eficacia en
el tratamiento a condiciones gastrointestinales (WGO, 2017) como en la
investigacion de Grossi et al.(2010) evaluaron la diarrea aguda en atencion
primaria y verificaron que con la administracion de la cepa Lactobacillus
paracasei B21060 a pacientes con diarrea aguda presentaron una recuperacion
rapida. Se utiliz6 Flortec que es un agente simbiético que consiste en la
combinacién de Lactobacillus paracasei B21060 y prebiodticos observando que
en el grupo que utilizé Flortec, el 91,8 % de pacientes mostraron efectos clinicos
beneficiosos, Rodriguez 2009, aisl6 bacterias acido lacticas de chicha de molle,
de las cuales 14 cepas produjeron sustancias inhibidoras de amplio espectro;
esto refuerza el uso de las cepas de Lactobacillus acidophilus y Lactobacillus
paracasei aisladas de heces de infantes en la investigacion son cepas
prometedoras para la formulacién de nutracéuticos con fines de terapia en
patologias intestinales.

Al utilizar el andlisis de varianza, resulté que almenas uno de los diametros del
halo de inhibicion de las cepas de Lactobacillus difiere significativamente frente a
microorganismos patégenos, se utilizé la comparacion multiple hallando que la
cepa La-14, Lp-10 y Lp-5 no difieren significativamente pero tienen un mayor
halo de inhibicion en comparacién con las otras cepas de Lactobacillus frente a
Salmonella enteritidis ATCC 13076 (Figura 6) y frente a Escherichia coli ATCC
25922; la cepa La-14 tiene un mayor efecto inhibitorio con respecto a La-13,
pero no difiere significativamente en comparacién con las otras cepas que se
observan en la Figura 7, pero en el andlisis de varianza las cepas de
Lactobacillus frente a Proteus vulgaris ATCC 13315, Staphylococcus aureus
ATCC 25923, Enterococcus faecalis ATCC 29212 y Candida albicans ATCC
90028 no muestran diferencia significativa.

Estos resultados respaldan que con las cepas aisladas también se pueden
formular vacunas orales con microbiota nativa propia de la zona y con la
utilizacion de sustancias prebiéticos provenientes como yacén, mashua, quinua
propios de la region de Ayacucho, (Agroayacucho, 2020) en base a ello se
generaria mayor demanda de los productos vegetales mejorando la economia
de los campesinos de la zona y disminuyendo las afecciones gastrointestinales

favoreciendo en la disminucién de anemia de los nifios.
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VI. CONCLUSIONES

Se aislaron 14 cepas de Lactobacillus de 46 muestras de heces de infantes
de 2 a 6 meses de edad que asistieron al Centro de Salud Los Licenciados.
Se identific6 2 especies Lactobacillus, las cuales fueron 8 cepas de
Lactobacillus paracasei y 6 cepas de Lactobacillus acidophilus, en base a
las caracteristicas macroscopicas, microscopicas y prueba de fermentacion
de azlcares.

Se evalué el efecto antimicrobiano in vitro de las 14 cepas de Lactobacillus,
estas cepas inhibieron entre 21,4 % a un 42,9 % de microorganismos
patégenos, presentando un potencial antimicrobiano de amplio espectro.
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VIl. RECOMENDACIONES

Estandarizar la concentracion minima inhibitoria de los compuestos
antimicrobianos que producen las cepas aisladas de Lactobacillus en la
investigacion.

Realizar ensayos in vivo con las cepas aisladas para evaluar la eficacia de
Lactobacillus.

Identificar las bacteriocinas que producen estas bacterias lacticas, para su
posterior utilizacién en la conservacion de alimentos y como aditivos o

coadyuvantes en la formulacion de medicamentos.
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Anexo 1. Prueba estadistica ANOVA de los diametros del halo de inhibicion de

las cepas aisladas de heces de infantes de 2 a 6 meses de edad atendidos en el

Centro de Salud Los Licenciados frente a Salmonella enteritidis ATCC 13076.

2019.

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
Cepas aisladas 9 334,1 6,79 0,000
Error 20 109,3
Total 29 4435

N° de cepas Error estandar
Variable Media Desv.Est.
aisladas de la media
La-14 16,33 1,2 2,08
La-2 13,67 1,2 2,08
La-4 21 1.15 2
La-6 16 1,15 2
Salmonella
o Lp-10 18 2,52 4,36
enteritidis
Lp-12 13,333 0,882 1,528
ATCC 13076
Lp-5 24 1,53 2.65
Lp-7 14,333 0,882 1.528
Lp-8 14 0,577 1
Lp-9 14,67 1,45 2,52

Fuente: Elaboracién propia
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Anexo 2. Prueba estadistica ANOVA de los didmetros del halo de inhibicién de
las cepas aisladas de heces de infantes de 2 a 6 meses de edad atendidos en el

Centro de Salud Los Licenciados frente a Escherichia coli ATCC 25922. 2019.

Fuente GL SC Ajust.  MC Ajust. Valor F Valor p
Cepas aisladas 5 60,94 12,189 3,66 0,031
Error 12 40 3,333
Total 17 100,94
Variable \" de cepas Media Error Estandar Desv.Est.
aisladas de la media
La-11 16,67 1,2 2,08
La-13 12 0,577 1
Escherichia coli La-14 17,67 1,2 2,08
ATCC 25922 La-2 14 1,15 2
Lp-12 14,333 0,882 1,528
Lp-5 15 1,15 2

Fuente: Elaboracién propia
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Anexo 3. Prueba estadistica ANOVA de los diametros del halo de inhibicién de

las cepas aisladas de heces de infantes de 2 a 6 meses de edad atendidos en el
Centro de Salud Los Licenciados frente a Proteus vulgaris ATCC 13315. 2019.

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
Cepas aisladas 8 16,74 2,093 0,74 0,654
Error 18 50,67 2,815
Total 26 67,41
) N° de cepas ) Error estandar
Variable ) Media ) Desv. Est.
aisladas de la media
La-13 14 1,15 2
La-14 13,667 0,882 1,528
La-2 14,67 1,2 2,08
] Lp-1 15,333 0,882 1,528
Proteus vulgaris
Lp-12 12,667 0,882 1,528
ATCC 13315
Lp-3 13,333 0,882 1,528
Lp-7 13 0,577 1
Lp-8 14,333 0,882 1,528
Lp-9 13,67 1,2 2,08

Fuente: Elaboracion propia
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Anexo 4. Porcentaje del efecto antimicrobiano de Lactobacillus aislados de heces de infantes de 2 a 6 meses de edad atendidos en el

Centro de Salud Los Licenciados 2019.

N° de Salmonella Escherchia Proteus Enterococus Staphylococcus Candida
cepas Enteritidis coli vulgaris faecallis aureus albicans Frecuencia Porcentaje
aisladas ATCC 13076  ATCC 25922 ATCC 13315 ATCC 29212 ATCC 25923 ATCC 90028

Lp-1 0 0 1 0 0 1 2 33
La-2 1 1 1 1 0 0 4 67
Lp-3 0 0 1 0 1 0 2 33
La-4 1 0 0 0 0 0 1 17
Lp-5 1 1 0 1 1 1 5 83
La-6 1 0 0 1 1 0 3 50
Lp-7 1 0 1 0 0 0 2 33
Lp-8 1 0 1 0 1 1 4 67
Lp-9 1 0 1 1 1 0 4 67
Lp-10 1 0 0 1 1 0 3 50
La-11 0 1 0 0 0 1 2 33
Lp-12 1 1 1 1 1 1 6 100
La-13 0 1 1 1 0 1 4 67
La-14 1 1 1 1 1 0 5 83

Fuente: Elaboracion propia
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Anexo 5. Identificacion de bacterias acido lacticas aisladas de heces de infantes de 2 a 6 meses de edad atendidos en el Centro de
Salud Los Licenciados 2019.

N° DE CARBOHIDRATOS

CEPAS SOR MNT GAL FRUC CEL XIL LAC MAL INU RAF MAN SAC ALM MEL RHA GLU RIB ARA SAL FSPECIES
1 + + + + + - + + - + + + - - - + + - + L. paracasei
2 - - - + + - - - - + + + - - - + ND - ND L. acidophilus
3 + + + + + - + + - + + + ND - - + + - + L. paracasei
4 - - - + + - ND - - + + + - - - + - - ND L. acidophilus
5 + + + + + - + + ND + + + ND - - + + - + L. paracasei
6 - - - + + - ND - - + + + - - - + ND - ND L. acidophilus
7 - + + + + - + + ND ND + + - - - + + - + L. paracasei
8 + + + + + - + + ND + + + ND - - + + - + L. paracasei
9 - + + + + - + + - + + + ND - - + + - + L. paracasei
10 + + + + + - + + - + + + ND - - + + - + L. paracasei
11 - - - + + - - - - - + + - - - + ND - ND L. acidophilus
12 + + + + + - + + - + + + - - - + + - + L. paracasei
13 - - - + + - - - ND - + + - - - + - - ND L. acidophilus
14 - - - + + - - - ND - ND + - - - + - - ND L. acidophilus

Fuente: Elaboracién propia
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Anexo 1. Caracterizacién bioquimica y agrupacion con APl 50 CHL de las cepas
de Lactobacillus; aisladas de muestras de secreciones vaginales de mujeres
bulgaras en edad reproductiva 2008.

Grupo de tension vaginal
A(301,302); D(711,712,
. F(611, 612,
AZUCAR B(362, 364, 361 C(832) 713,732, E(831;622) 613,611) G(822)
303y 304) 821) ’
Glicerol - - - - - - +
Eritritol - - - - - - -
D-arabinosa - - - - - - -

L-arabinosa + +
Ribosa + + - - + + +
D-xilosa + +

L-xilosa - - - - - - -
Adonitol - - - - - - -
B-Metil-D-xilosido - - - - - - -
Galactosa + +
D-glucosa + +
D-fructuosa + +
D-manosa - -
L-sorbosa - - - - - - _
Ramnosa - - + - - - -
Dulcitol - - - - - - -
Inositol - - - - -

Manitol - - + - - + +
Sorbitol - - + - - +
a-metil-D-manosido - - - - -

+

a-metil-D-glucosido

N-acetil-glucosamina
Amigdalina - - - - - -
Arbutina - - - - -
Esculina - - +
Salicina - - - \% - -
Celobiosa - - - +

Maltosa -
Lactosa +

.
+ o+ o+ +
+ o+ o+ o+ A+ 4+

Sacarosa +

+
+
+

+ +
+ +

Melibiosa - + + - - -
+ +
+

Trehalosa - -
Inulina - - - - - - -
Melezitosa - - - - - + +
D-rafinosa - + + - - - -
Almidon - - - - - - -
Glucogeno - - - - - - -
Xilitol - - - - - - -
B-gentiobiosis - - - - - - +
D-Turanosa - - - - R + _
D-Lyxose - - - - - - -
D-Tagatosa - - - - - - +
D-fucosa - - - - - - -
L-fucosa - - - - - - -
D-arabitol - - - - - - -
L-arabitol - - - - - - -
Gluconato \% \Y - - - - -
2-ceto-gluconato - - - - - - -
5-ceto-gluconato - - - - + - _
Produccién de gas de

glucosa

+ + - - + - -

. X . . X . Lactobacillus
L X Lactobacillus Lactobacillus Lactobacillus Lactobacillus Lactobacillus  Lactobacillus .
Afiliacion de especies - . . . paracasei ssp
fermento fermento salivarius acidophilus brevis curvatus .
paracasei
Confianza 99,9% 97,0 % 100 % 71,1% 99,8% inaceptable 97,7%

Abreviaturas: a= alfa; B= beta; - = reaccién negativa; + = Reaccién positiva; V= variable entre las cepas del grupo
Fuente: Datos tomados de Petrova-Dimitonova S, Vladimirov-Bakalov B, Aleksandrova-Georgieva R, Trifonova-
Danova S. (2008)
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Anexo 7. Caracteristicas clave de los Lactobacillus del grupo A (obligatoriamente homofermentativos).

= _ = = = g g g g g g " » c »
$.% 8.8 83 88 = g = 5 55 5.2 2 £ S 5 3
: 8ag oo gs gz s > =3 > el a2 154 g @ o =
Especies Z 93 [~ = = £ ° S 5 o Sz =R =3 £ < I 5]
o2 c Qo Qg o = = > a & K2 3] = EA >
=3 =>o = = o o > > > > > 35 = = = >
0 52 0 5= o & o & S g £ £ s o T 3% 5 3 < > I
=8 = 3 °5 © 2 ® 3 @ @ i3 J o5 S = o _ -
- - -4 @ ) - i _ _ 7 — |
Grupo filogenético de de de de de de de de sl sl de u de de de
X . . Lys-D- Lys-D- Lys-D- Lys-D- Lys-D- Lys-D- Lys-D- Lys-D- Lys-D- Lys-D- Lys-D- Lys-D- Lys-D- Lys-D- Lys-D-
Tipo de peptidoglicano
Asp Asp Asp Asp Asp Asp Asp Asp Asp Asp Asp Asp Asp Asp Asp
Contenido de G + C
49 - 51 49 - 51 49 - 51 49 - 51 34 -37 39 44 - 46 40.3 39-43 41.3 35-38 34 -36 36-37 33-35 37
(% en moles)
Isémero (s) de acido lactico d d d d dl dl | dl dl I(d) dl I(d) dl dl dl
Crecimiento (° C) 15/45 -1+ -1+ -1+ -1+ -1+ -1+ +- -1+ -IND -IND -1+ +- ++ -1+ -1+
Carbohidratos fermentados:
Amigdalina - - + - + d - + d + + + + R
Celobiosa - d d - + - - + + + + + + -
Lactosa - - d - + + + + d - + + + + +
Galactosa - + + + + - - - d - + + d d "
Maltosa d - + - + + + + + + + + + d d
Manitol - - - - - - - - - - - - R - R
Manosa + - + + + + + + + + + + + + d
Melibiosa - - - - d d - - d - - - + d R
Rafinosa - - - - d d - - + - - - + d -
Salicina - - + - + d - + + d + + + + -
Sacarosa + - + d + + - + + + + + + + -
Trehalosa d - + - d - - + + + _ + _ d d

aSimbolos y abreviaturas: +, el 90% o mas de las cepas son positivas -, el 90% o mas son negativas; d, 11 a 89% de las cepas son positivas; w, reaccion positiva débil; ND, no hay datos
disponibles; (), los isémeros entre paréntesis indican <15% del acido lactico total; mDpm, acido meso diaminopimélico; de, grupo de Lactobacillus delbrueckii; sl, grupo Lactobacillus
salivarius; re, grupo Lactobacillus reuteri; u, Gnico.

bW. P. Hammes, resultados inéditos.

Fuente: Datos tomados de Vos, P., Garrity, G., Jones, D., Krieg, N., Ludwig, W., Rainey, F., Schleifer, K-H. y Whitma, W. (2009)
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Anexo 8. Caracteristicas clave de los Lactobacillus del grupo B (facultativamente heterofermentativos).

o a n o o "
oz g 2 2 5, , £ 25 s 5 g %
[} S © = = 4 7T a0 8 I ] c » E "5 7] Qo ov [}
- L c 5 c — 0 — c c = 7} o =1 L o S S 3 kel Q
. @ = = » Qe = T ® T o S S S € = ET c ] a0 S s
Especies £ =} 7 c E 5 0 O a5 £ = = o S8 S = £ 5% — O [
< € 2 o = IS s 8= = =3 [ o T S ] I La FR= =
< o c = . P g e [ o o Q = 8 = c = S S © 4 _
i < = _ - i 52 5 = I S i i g g3 = ” « © S
i - s S o . = 55 i _ _ >
. _ - . . -
- - - -
) Grugq de u de de u sl u u u u u u u u u u u u
filogenético
Tipo de Lys-D- Lys-D- Lys-D- Lys-D- Lys-D- Lys-D- Lys-D- Lys-D- Lys-D- Lys-D- Lys-D- Lys-D- Lys-D- Lys-D-
peptidoglicano  Asp Asp Asp Asp Aspb Asp Asp Asp Aspb mDpm  mDpm Asp mDpm - mDpm Asp Asp Asp ND Asp
Contenido de
33- 35- 33- 35- 43 - 45 - 45 - 44 - 46 - 44 - 44 - 45 - 42 - 42 - 48 -
0, - -
th%u(ago) en 35 38 35 37 3 44 47 47 87-38 45 a7 OB 4 46 47 44 as 05 4
Isomero (s) de dl dl dl d dl I Ic I ND dl dl [ dl dl I dind)  dii(d) [ I(d)
acido lactico
CreCC;TSZ‘SO ¢ o +- -+ -+ +- 1+ +d +- ++ +- +- +- +- +- ++ +- +- H-
Carbohidratos
fermentado:
Amigdalina ND - - + + d + - + + + + + + + - - - +
Arabinosa + - - - + + - - - d + d d d d d d - -
Celobiosa + d D + + + + - + + + + + + + d d - +
Esculina + ND - + + + + - + + ND + + + + + + - +
Gluconato + - ND - + - + w - + + + + + + + + ND +
Manitol + d + d - d + - - + + - + + + - - - +
melicitol - - - - + - + - - + d + + - + - - - +
Melibiosa + - d - - + - - - + + + + + - + + + -
Rafinosa + - d - - + - - - d + + + + - - - - -
Ribosa + d d a + + + - + + + - + + + + + + +
Sorbitol + - - - - - d - - d + d + + + - - - -
Sacarosa + - + + + + + - + + + + + + + + + - +
Xilosa d - - - + - - - - - + d d d - - - - -

aSimbolos y abreviaturas: +, el 90% o mas de las cepas son positivas; -, el 90% o mas son negativos; d, 11 a 89% de las cepas son positivas; w, reaccion positiva débil; ND, no hay datos
disponibles; (), los isdbmeros entre paréntesis indican <15% del &cido lactico total; mDpm, acido meso-diaminopimélico; de, grupo de Lactobacillus delbrueckii; sl, grupo Lactobacillus
salivarius; re, grupo Lactobacillus reuteri; u, Unico.

bW. P. Hammes, resultados inéditos.

cLas cepas anteriormente denominadas L. casei subsp. pseudoplantarum produce &cido dI-lactico.

d Segun Carlsson y Gothefors (1975), 60 de 64 cepas fermentan la ribosa

Fuente: Datos tomados de Vos, P., Garrity, G., Jones, D., Krieg, N., Ludwig, W., Rainey, F., Schleifer, K-H. y Whitma, W. (2009)
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Anexo 9. Sala de espera del consultorio CRED atendidos en el Centro de Salud

Los Licenciados 2019.

Fuente: LJQA.Ayacucho.2019
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Anexo 10. Medio Lactobacilli

Componentes Cantidades
Peptona de leche 159
Extracto de levadura 59
Glucosa 10g
Jugo de tomate 100 mL
Fosfato monopotésico 29
Agar agar 209
Agua destilada 1000 ml
pH=16,8
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Anexo 11. Observacion macroscoépica de las cepas aisladas de las muestras de
heces de infantes de 2 a 6 meses de edad atendidos en el Centro de Salud Los
Licenciados 2019.

Fuente: LIQA. Ayacucho.2019
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Anexo 12. Observacion microscépica de la cepa aislada de la muestra de heces
del infante de 2 a 6 meses de edad atendidos en el Centro de Salud Los
Licenciados 2019.
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Fuente: LIQA.Ayacucho.2019
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Anexo 13. Cepas patdgenas proporcionadas por el Laboratorio de Biotecnologia

CEPAS CODIFICACION
Escherichia coli ATCC 25922
Salmonella enteritidis ATCC 13076
Proteus vulgaris ATCC 13315
Staphylococcus aureus ATCC 25923
Enterococcus faecalis ATCC 29212
Candida albicans ATCC 90028

Fuente: LIQA.Ayacucho.2019
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Anexo 14. Efecto antimicrobiano de las cepas aisladas de las heces de infantes
de 2 a 6 meses de edad atendidos en el Centro de Salud Los Licenciados 2019
frente a Salmonella enteritis ATCC 13076.

Fuente: LIQA.Ayacucho.2019
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Anexo 15. Siembra de cepas aisladas de las heces de infantes de 2 a 6 meses
de edad atendidos en el Centro de Salud Los Licenciados en los hidratos de
carbono en la Universidad Nacional San Cristébal de Huamanga 2019.

Fuente: LIQA.Ayacucho.2019
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Anexo 16. Observacion de la fermentacion de los hidratos de carbono de las
cepas aisladas de las heces de infantes de 2 a 6 meses de edad atendidos en el
Centro de Salud Los Licenciados 2019.

Fuente: LIQA.Ayacucho.2019
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Anexo 17. Evaluacion de la tolerancia a sales biliares de las cepas aisladas de
las heces de infantes de 2 a 6 meses de edad atendidos en el Centro de Salud
Los Licenciados 2019.

— —

Fuente: LJQA.Ayacucho.2019
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Anexo 18. Evaluacion de la tolerancia a jugo gastrico de las cepas aisladas de
las heces de infantes de 2 a 6 meses de edad atendidos en el Centro de Salud
Los Licenciados 2019.

Fuente: LIQA.Ayacucho.2019
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Anexo 19. Constancia de autorizacion del Centro de Salud Los Licenciados
2019.

RED DE UD
HUAMANGA

EL QUE SUSCRIBE: JEFE DE RECURSOS HUMANOS, DE LA MICRORED
LICENCIADOS, RED DE SALUD HUAMANGA, DIRECCION REGIONAL DE
SALUD AYACUCHO DA.

CONSTANCIA DE AUTORIZACION:

A la Srt. QUISPE APAICO, Liseth Jhosely, bachiller de la Escuela Profesional de
BIOLOGIA, de la especialidad de Microbiologia de la UNIVERSIDAD NACIONAL SAN
CRISTOBAL DE HUAMANGA-AYACUCHO.se le autoriza realizar su trabajo de
investigacion, en el centro de salud los licenciados, con el tema titulado: Efecto
antimicrobiano de cepas probioticas de Lactobacillus frente a
microorganismos patégenos.

-El periodo de ejecucion de dicho trabajo sera los meses de FEBRERO Y MARZO
DEL PRESENTE ANO, para ello ya se coordiné, con los responsables de servicio

para poderle brindar las facilidades que amerita.

Sin otro motivo le comunicé para su conocimiento y demas fines.

Ayacucho, 04 de enero del 2019.

c.c.archivo.
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Anexo 20. Consentimiento informado para las madres de los infantes atendidos

en el Centro de Salud Los Licenciados 2019.

UNIVERSIDAD NACIONAL DE SAN CRISTOBAL DE HUAMANGA
FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS
ESCUELA PROFESIONAL DE BIOLOGIA

CONSENTIMIENTO INFORMADO

Proyecto de investigacién titulado: Efecto antimicrobiano de cepas probiéticas de
Lactobacillus frente a microorganismos patogenos

Investigador: QUISPE APAICO, Liseth Jhosely

Esta investigacion es realizada por la bachiller de la Facultad de Biologia de la
Universidad Nacional San Cristébal de Huamanga y se esta ejecutando en el Centro de
Salud Los Licenciados por lo que le invitamos a participar voluntariamente en este
estudio, cuyo objetivo principal es el Efecto antimicrobiano de cepas probidticas de
Lactobacillus frente a microorganismos patégenos, ya que es un probidtico que se
encuentra en mayor numero en la microbiota de los nifios y presentan beneficios como
el mejoramiento del ambiente intestinal, reforzamiento de la barrera intestinal, reducir la
incidencia y gravedad de la diarrea.

Si acepta participar en esta investigacion, los pafiales seran recogidos en su domicilio
en horas de la mafiana, se realizaran en infantes de 2 a 6 meses de edad siendo
alimentados con leche materna. El recojo de estas muestras se llevaran al laboratorio
del Area de Biotecnologia de la Escuela de Ciencia Biolégicas, donde seran sembradas
para su posterior aislamiento e identificacion.

No realizaremos otros analisis que no se le haya informado ni guardaremos sus
muestras, una vez terminado el estudio, se eliminara la muestra.

Todos los procesos de la investigacion seran gratuitos y no le ocasionara gasto.

Es posible que de sus participaciones en este estudio no obtengan un beneficio directo.
Sin embrago, la identificacién de las cepas de Lactobacillus que se aislen de la muestra
de heces de infante podria beneficiar en su futuro a otros pacientes en la mejoria de su
microbiota intestinal.

Su participacion en el estudio es totalmente voluntaria y si usted decide no participar
puede retirase sin que tenga que dar explicaciones, no habra ninguna represalia ni
afectara en los beneficios para su atencién en el establecimiento de salud.

La informacién que usted nos brinda y los resultados obtenidos en esta investigacion
solamente lo conocera el investigador.

Si requiere mayor informacion o tenga otras dudas puede comunicarse con la Mg. Paula
Garcia Godos Alcazar.

Celular: 966606014 Email: paulagg30@hotmail.com

Si usted esta de acuerdo con lo ya mencionado, debe otorgar su consentimiento
informado por escrito.

Firma y huella del paciente o sujeto voluntario en el estudio
Fecha: 29 1 03 /Zo[/

st

Firmay huella del mvestlgador
Fecha: <9 /03 [20/9

SR
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Anexo 21. Matriz de consistencia.

Titulo : Efecto antimicrobiano de cepas probioticas de Lactobacillus frente a microorganismos patégenos
Autor : Liseth Jhosely QUISPE APAICO
Asesora : Mg. Paula GARCIA GODOS ALCAZAR
- 4 VARIABLES E "
PROBLEMA OBJETIVOS MARCO TEORICO HIPOTESIS INDICADORES METODOLOGIA
¢Las cepas GENERAL 2.1 Antecedentes Existe efecto VARIABLE DISENO DE
probiéticas de Evaluar el efecto 2.2 Género Lactobacillus antimicrobiano de INDEPENDIENTE INVESTIGACION
Lactobacillus antimicrobiano de cepas 2.3 Obtencion colonizacion cepas  probidticas cepas probidticas de e  Experimental
presentaran probidticas de Lactobacillus y adaptacion de la de Lactobacillus Lactobacillus
efecto frente a microorganismos microbiota intestinal frente a Indicadores: NIVEL DE INVESTIGACION
antimicrobiano patégenas 2.4 Composicion de la microorganismos e Especie e Basica
frente a microbiota intestinal patégenos. e Capacidad
microorganismos  ESPECIFICOS 2.5 Distribucién del probidtica MUESTRA
patégenos? e Aislar cepas probidticas microbiota Cepas probitticas de
de Lactobacillus a partir 2.6 Compuestos VARIABLE Lactobacillus aisladas de
de muestras de bebes. antimicrobianos de las DEPENDIENTE muestras de heces de
e Identificar las cepas bacterias acido lacticas Efecto infantes de 2 a 6 meses de
probidticas de 2.7 Microorganismos antimicrobiano edad atendidos en el Centro
Lactobacillus ~ aisladas patégenos Indicador: de Salud Los Licenciados.
con pruebas 2.8 Definicion de probidtico
bioquimicas de 2.9 Caracteristicas de un e Tamafo del TECNICAS
azlcares. probidtico halo de e Aislamiento
e Evaluar el efecto 2.10 Capacidad probidtica inhibicion. o Identificacion
antimicrobiano in vitro 2.11 Efectos de los e Técnica de difusion en

de cepas probidticos de
Lactobacillus frente a
microorganismos
patégenas.

probidticos en diferentes
patologias

2.12 Prebidticos

2.13 Simbidticos

pocillos en agar.

ANALISIS ESTADISTICOS
Se emple6 la prueba
paramétrica de ANVA con un
nivel de confianza del 95 %.
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