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RESUMEN

En este trabajo se evalud in vitro la capacidad inhibitoria de Lacticaseibacillus
paracasei T40 y Enterococcus lactis cepas T33, T38 y T39 libres, en mezclas y
encapsuladas y en combinacién con inulina y fructooligosacaridos (FOS) contra
Campylobacter jejuni y Helicobacter pylori los mejores resultados fueron evaluados
in vivo. El efecto inhibitorio de las BAL contra los patdgenos de estudio se realiz6
mediante la técnica de difusion en pozos, el encapsulamiento de las BAL se realiz6
empleando un secador por aspersion. Las microcapsulas fueron caracterizadas
mediante la determinacion del porcentaje de eficiencia de encapsulacion,
morfologia (MEB), actividad de agua y humedad (%). También, se evalud la
viabilidad de las BAL encapsuladas con y sin prebiético a condiciones controladas
de almacenamiento por 30 dias. Por otro lado, se evalud la resistencia de las BAL
encapsuladas con y sin prebioticos a pH similar al del estomago (pH 2y 3) y al 0.3%
de sales biliares concentracion similar hallada en el intestino humano. Finalmente,
las BAL encapsuladas con y sin prebidtico que presentaron el mejor efecto
inhibitorio contra C. jejuni, y la mejor resistencia a las condiciones adversas del
tracto gastrointestinal (TGI) fueron administradas durante 21 dias a ratones BALB/c,
gue posteriormente fueron infectados con una dosis Unica de C. jejuni. Las cuatro
BAL presentaron efecto inhibitorio in vitro contra C. jejuni y H. pylori, con zonas de
inhibicion de 6.92+0.20 mm a 20.67+1.89 mm. Su efecto de vio potencializado en
presencia de inulina o FOS como prebioticos. Por otro lado, al exponer las BAL
microencapsuladas a pH 2 por 3h, la cepa T39 con inulina mas FOS fue quien
mantuvo la mayor sobrevivencia (8 Log UFC/g) y a pH 3 la cepa T38 con inulina fue
guien presento la mejor concentracion (7 Log UFC/g). Lo mismo ocurrié cuando se
expusieron estas dos cepas a sales biliares. Las tres cepas microencapsuladas de
E. lactis con y sin prebi6tico mantuvieron la viabilidad de sus células superior a 8
Log UFC/g después de 30 dias de almacenamiento a 7 °C con aw=0.32 y aw=0.75
y a 30 °C con una aw=0.32. Las cepas de E. lactis T33 con inulina, T38 con inulina
y T39 presentaron el mejor efecto inhibitorio contra C. jejuni y resistieron las
condiciones adversas de TGl in vitro. Por tanto, estas cepas microencapsuladas
fueron administradas en ratones. Después del sacrificio se realiz6 el recuero de BAL
y C. jejuni. Evidenciando la adherencia (~ 4 Log UFC/g) en los intestinos de los
roedores de cada una de las cepas BAL administradas, lo que podria contrarrestar
la infeccion causada por C. jejuni. Los roedores infectados con C. jejuni y
previamente administrados con antibiético (5 mg/K de oxitetraciclina) presentaron
un recuento de ~ 4 Log UFC/g de este patdgeno en intestinos. En contraste, los
ratones infectados y administrados previamente con BAL no presentaron evidencia
de C. jejuni en intestinos. Los resultados evidencian que la microencapsulaciéon y
los prebidticos protegen a las BAL cuando son expuestas a condiciones adversas
del TGI en comparacién con los tratamientos sin encapsular y sin prebiético. Por
otro lado, las cepas T33, T38, y T39 presentaron un alto potencial para ser
empleadas con coadyuvante en el tratamiento contra C. jejuni. No obstante, es
necesario realizar estudios en humanos.
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1. ANTECEDENTES

1.1 Incidencia de Campylobacter jejuni y Helicobacter pylori en humanos

Campylobacter es una de las principales causas de la gastroenteritis bacteriana mas
frecuente en humanos. Los patdégenos entéricos Campylobacter jejuni y
Campylobacter coli representan alrededor del 90% de las infecciones por
Campylobacter en humanos (Elhadidy et al., 2020). El aumento alarmante en la
incidencia de la campilobacteriosis en América del Norte, Europa y Australia es
preocupante. Los datos de Asia, Africa y Medio Oriente indican que la
campilobacteriosis se ha vuelto endémica en estas areas, especialmente en nifios
pequefios (Kaakoush et al.,, 2015). En el 2021 se reportaron 220,682 casos
confirmados de campilobacteriosis humana (EFSA, 2021).No obstante, es probable
gue los casos reportados de infecciones causadas por C. jejuni y C. coli, represente
solo una pequefa proporcion debido a la falta de notificacidn; por tanto, el nimero
de infecciones por Campylobacter muy probablemente esta subestimado (Johnson
et al., 2017; Wyszynska & Godlewska, 2021). En 2019 en la Union Europea (UE).
En los Estados Unidos la infeccion por Campylobacter ha sido la enfermedad
gastrointestinal transmitida entre animales y seres humanos mas reportada desde
el 2005, implicando costos socioecondémicos asociados calculados en varios miles
de millones de délares al afio ya que en promedio cuesta mas de 2,000 ddlares el
tratamiento de un caso (Libera et al., 2022; Maue et al., 2014). Los pacientes
infectados con este patdégeno presentan gastroenteritis de diversos grados que van
desde malestar leve y diarrea acuosa hasta colitis ulcerosa grave con diarrea

inflamatoria y sangre (Kist & Bereswill, 2001).

Por otra parte, actualmente se ha comprobado que infeccion causada por
Helicobacter pylori es uno de los factores determinantes en la incidencia del cancer
gastrico (CG) (Abdi et al., 2019). El CG se considera uno de los canceres mas
comunes y se encuentra relacionado con infecciones bacterianas, se sabe que mas
del 60 % de los casos de CG estan relacionados con una infeccion de H. pylori

(Parkin, 2006). EI CG ocupa el tercer lugar entre la mortalidad relacionada con el
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cancer, lo que significa mas de 700,000 muertes por afio en todo el mundo (Bakhti
et al., 2020).

La prevalencia de la infeccion causada por H. pylori se ha considerado como una
de las infecciones mas comunes tanto en los paises en desarrollo como en los
desarrollados, con un estimado de 4,400 millones de casos notificados en 2015
(Almashhadany et al., 2023). La incidencia de este patégeno en Asia, América del
Sury en el sury el este de Europa es del 50 %. En Africa el 100 % de los habitantes
son portadores de H. pylori. Por otro lado, se ha reportado que solo un tercio de la
poblacién de América del Norte y Europa del Norte podria estar infectado (Ma &
Wang, 2013).

La infeccion por H. pylori es un fendmeno de caracter mundial, la prevalencia de la
infeccidn por H. pylori oscila entre el 50 y el 92.0 % puede variar entre paises y entre
poblaciones dentro del mismo pais; dicha prevalencia esta relacionada de manera
importante con condiciones socioeconomicas, el origen étnico y geograficas de las
personas infectadas, la coevolucion entre H. pylori y su huésped humano, la
susceptibilidad del huésped y factores ambientales (Abdi et al., 2019; Khalil et al.,
2015).

Debido a las patologias tan severas que pueden causar C. jejuni y H. pylori es
importante conocer aspectos generales de estas bacterias, asi como el mecanismo

de accion que emplean para causar enfermedad en el humano.

1.1.1 Campylobacter jejuni

Campylobacter es una bacteria Gram negativa, aerobia, microaerdfila, movil
(Hernandez-Cortez et al., 2013). La gastroenteritis causada por C. jejuni es el
sindrome mas comun en los humanos, siendo el consumo de carne de ave
contaminada la principal via de infeccion (Balta et al., 2022; Hernandez, 1990). La
enfermedad puede complicarse en colitis ulcerativa aguda, artritis reactiva, artritis
séptica y meningitis. Por otro lado, C. jejuni es uno de los agentes mas importantes

causantes de diarrea del viajero (Schrotz-King et al., 2007).
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Los mecanismos que permiten a esta especie bacteriana colonizar a sus huéspedes
y causar enfermedades aun no se conocen por completo. Sin embargo, se ha
identificado que los flagelos, la composicién de lipooligosacéaridos y la capsula son
esenciales para la colonizacion, la invasion y la supervivencia dentro de los
huéspedes (Balta et al., 2022). De forma general, C. jejuni ingresa al intestino del
huésped y coloniza la capa mucosa que recubre el epitelio del ileon distal y el colon,
(Ketley, 1997). Cuando coloniza intestinos, C. jejuni expresa varios factores de
virulencia, como quimiotaxis y proteinas de choque térmico (Snelling et al., 2005;
van Vliet & Ketley, 2001). C. jejuni penetra en la capa mucosa que cubre las células
intestinales utilizando sus flagelos polares y su movimiento en forma de
"sacacorchos" (Snelling et al., 2005). La adhesion y la invasion dependen tanto de
la motilidad como de la expresion flagelar, ya que los mutantes de C. jejuni con
motilidad disminuida debido a flagelos paralizados muestran una adhesion reducida
0 ninguna invasion, lo que indica que mientras los flagelos estan involucrados en la
adherencia, otras adhesinas estan involucradas en la internalizacion (Kumar et al.,
2016).

1.1.2 Helicobacter pylori

Helicobacter pylori es una bacteria Gram negativa, curva, espiriforme, movil, no
fermentadora y no oxidante mide de 2.5 a 4 um de longitud por 0.5 a 1 um de ancho,
con un conjunto de flagelos (de 4 a 8) en uno de sus extremos. Ademas, esta
bacteria es considerada como el primer carcinégeno bacteriano reconocido
formalmente y es uno de los patdgenos que infecta en mayor medida a los humanos,
ya que mas de la mitad de la poblacion mundial esta colonizada con esta bacteria
Gram negativa. A menos que se trate, la colonizacion suele persistir toda la vida
(Krzyzek & Gosciniak, 2018).

La infeccion por H. pylori se inicia con una gastritis cronica, que puede originar
complicaciones como el desarrollo de Ulcera péptica, adenocarcinoma y linfoma
gastrico; estos dos ultimos se desarrollan en una minoria en personas infectadas

por la bacteria y predominan en hospederos adultos (Sgouras et al., 2015).
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El habitat natural de H. pylori se encuentra en el estbmago, por debajo de la capa
mucosa gastrica, donde el pH se aproxima a la neutralidad. El mecanismo que utiliza
para protegerse de ese pH acido durante la colonizacion se basa en acumular una
gran cantidad de ureasa en el citoplasma, en el espacio periplasmico y en la
superficie de la bacteria. La ureasa es una metaloenzima que hidroliza la urea,
presente en el estbmago, en amonio y didxido de carbono (Figura 1). EI amonio
producido aumenta el pH, elevandolo hasta 6 o 7 en su entorno y neutralizando el
acido clorhidrico del estbmago, lo que ocasiona aclorhidria transitoria, con un pH
gastrico neutro; propiciando un microambiente que le permite sobrevivir mientras se

mueve para llegar al epitelio gastrico (Cervantes-Garcia, 2016).

Figura 1. Mecanismo de accion de la ureasa (Cervantes-Garcia, 2016).

Por otro lado, la ureasa y el amonio tienen una funcién importante en la respuesta
inmune del hospedero debido a que el amonio actia de manera quimiotactica
activando los monocitos y linfocitos polimorfonucleares e induciendo la liberacion de
citosinas, lo que ocasiona una respuesta inflamatoria que contribuye al dafio del

epitelio gastrico (Mobley, 1996).

Ademas, el amonio (NH4") liberado produce una serie de dafios que afectan la
microcirculacion a las células epiteliales superficiales y originan necrosis del tejido
profundo. Asi mismo, colabora en el desarrollo de la gastritis atrofica cronica
humana y facilita el incremento de infecciones virales y la carcinogénesis
(Bauerfeind et al., 1997).

La bioquimica de la enzima ureasa revela una extraordinaria eficacia hidroeléctrica
gue le permite actuar aun con las escasas concentraciones de urea que existe en

el estbmago. Ademas, en el afio 2000, se describié una proteina que fue nombrada
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urel, miembro de las amidoporinas, que regula la transferencia de urea externa del
epitelio gastrico, hacia el citoplasma de la bacteria, mediante canales o compuertas
transportadoras especificas que atraviesan la membrana celular, de tal manera que
cuando el medio externo es excesivamente acido, los canales incrementan
notablemente la entrada de urea al citoplasma bacteriano, aumentando la
produccion de amonio para neutralizar el periplasma; de esta manera disminuye la
capacidad de la bacteria para llevar a pH neutro al propio periplasma (Hong et al.,
2018).

1.2 Tratamientos para combatir C. jejuni y H. pylori

La infeccion causada por C. jejuni y H. pylori afecta hasta el 50% de la poblacion a
nivel mundial, y especialmente a paises subdesarrollados, la preocupaciéon
creciente por erradicar estos microrganismo patégenos es prevalente ya que puede
alcanzar una prevalencia hasta del 90% en la poblacion adulta (Sierra et al., 2014).
Se han establecido diversos tratamientos farmacolégicos que permitan disminuir la
incidencia de estos patégenos en humanos. En los apartados siguientes se

describen parte de los tratamientos empleados.

1.2.1 Tratamientos farmacoldgicos para combatir C. jejuni y H. pylori

Las infecciones por Campylobacter requieren tratamiento con antibioticos. Los
macrolidos (como la azitromicinay la eritromicina) son los farmacos de eleccion para
el tratamiento clinico de C. jejuni (Wieczorek & Osek, 2013). Se han sugerido
tetraciclinas y fluoroquinolonas (ciprofloxacina) como farmacos alternativos en el
tratamiento de la campilobacteriosis clinica, y es posible que se requiera una
inyeccion intravenosa de aminoglucésidos (gentamicina) en casos sistémicos mas

graves de campilobacteriosis (Alfredson & Korolik, 2007; Elhadidy et al., 2020).

En los dltimos afios, en todo el mundo se ha informado de un aumento en la
resistencia de Campylobacter spp. a los antibiéticos producida mediante
mutaciones espontaneas y transferencia horizontal de genes a través de la
transformacion, transduccion y conjugacion naturales (Hlashwayo et al., 2020;

Kumar et al., 2016). Los factores que contribuyen a este aumento podrian ser el uso
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veterinario de antibiéticos como profilaxis o para el tratamiento de enfermedades

animales (Marshall & Levy, 2011).

La aparicion de estas cepas resistentes en alimentos de origen animal es una
importante amenaza para la salud publica (Elhadidy et al., 2020). En diversos
estudios se ha revelado que los pacientes infectados con especies de
Campylobacter resistentes a los antibiéticos sufren una diarrea de mayor duracion,
en comparacion con aquellos que estan infectados con cepas sensibles a los

antibioticos (Nelson et al., 2004).

Por otro lado, existen diferentes terapias para el tratamiento de H. pylori entre las
gue destacan la terapia triple estandar, constituida sobre todo por un inhibidor de
bomba de protones (BIP) ademés de 2 a 3 antibidticos (amoxicilina o claritromicina
0 metronidazol/tinidazol), la terapia cuadruple con bismuto (BIP, bismuto,
tetraciclina y metronidazol), la triple con levofloxacino (BIP, levofloxacino y
amoxicilina), la terapia secuencial (BIP mas amoxicilina seguido de BIP,
claritromicina y metronidazol o tinidazol) y la terapia concomitante o cuadruple sin
bismuto, constituida por BIP, claritromicina, amoxicilina y metronidazol (O’Morain et
al.,, 2018). Actualmente, existe una disminucion constante en las tasas de
erradicacion de H. pylori empleando la triple terapia estandar en poblaciones adultas
y pediatricas que van de 75 al 55% entre 2009 y 2014 (Kutluk et al., 2014).

Con la disminucion de las tasas de erradicacion de H. pylori, se estan estudiando y
evaluando nuevas alternativas terapéuticas. Recientemente, se ha propuesto el uso
de suplementos probidticos para prevenir y tratar diversas afecciones
gastrointestinales, incluidos los efectos secundarios inducidos por antibioticos,
como diarrea. Y que a su vez los probidticos puedan actuar como coadyuvantes a
los tratamientos terapéuticos ademas de aumentar la tolerabilidad de la medicacion

y el cumplimiento del paciente (Lau et al., 2016).

Una variedad de bacterias acido lacticas (BAL) del género Lactobacillus spp. y
Enterococcus spp. asi como Bifidobacterium spp. han mostrado actividad inhibitoria

contra cepas de C. jejuni mediante experimentos de cocultivo (Santini et al., 2010).
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En otro estudio in vitro, el probiético Lactobacillus spp. produjo &cido lactico que

suprime a C. jejuni (Neal-McKinney et al., 2012).

1.2.2 Tratamiento coadyuvante con probiéticos contra C. jejuni

La infeccion de C. jejuni en humanos puede ocurrir después de la ingestion de tan
solo 500 células de Campylobacter (Robinson, 1981). Segun una encuesta de las
infecciones por el género Campylobacter en Inglaterra y Gales, C. jejuni es
responsable de aproximadamente el 90% de los casos de campilobacteriosis y C.

coli es responsable del 10% restante (Gillespie et al., 2002).

Si bien, la ingestion de aves de corral contaminadas es la principal via de infeccion
en paises considerados desarrollados, la ingestion de agua contaminada es
comunmente responsable de las infecciones por Campylobacter en paises

considerados en desarrollo (Kaakoush et al., 2015).

Las aves son una fuente importante de infecciones humanas, se ha propuesto que
para disminuir la incidencia de campilobacteriosis, se debe combatir la colonizacion
aviar (Meunier et al., 2016). Dado que se ha predicho que la disminucion de la
colonizacion en aves de corral por Campylobacter en 2 logio reducird las infecciones
humanas en 30 veces, muchas investigaciones se han centrado en comprender la
colonizacion de aves de corral por Campylobacter, ya que incluso una pequefia
reduccion podria tener un impacto enormemente positivo en la salud de los
humanos (Rosenquist et al., 2003). Derivado de esta problematica, es importante la
busqueda de nuevos tratamientos que ayuden a combatir a C. jejuni tanto en aves

como en humanos.

Thomrongsuwannakij et al. (2016) postularon que Lactobacillus acidophilus, Bacillus
subtilis y Enterococcus faecium eran los mejores candidatos probidticos para
combatir C. jejuni. Otro grupo de investigadores (Wine et al., 2009) reportd que la
cepa R0052 de Lactobacillus helveticus redujo la invasion de C. jejuni 81-176 y C.
jejuni 11168 de las células T84 en un 41 y 35%, respectivamente. En esta
investigaciéon se observé que L. helveticus se adhirié a las células epiteliales, lo que
sugiere que la exclusion competitiva puede haber contribuido a la reduccion de la

invasion de C. jejuni (Wine et al., 2009). Otro estudio inform6 que multiples cepas
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de Lactobacillus inhibieron el crecimiento de C. jejuni in vitro debido a la produccién

de acido organico por estos microorganismos (Bratz et al., 2015).

Segun un meta-analisis realizado con 34 estudios aleatorios, de doble ciego y
controlados con placebo, la administracion de probidticos redujo la diarrea causada
por C. jejuni en un 52%, efecto beneficioso que también se demostré en la diarrea
“del viajero”, en donde el riesgo de padecerla se redujo en un 8%. Ademas, todas
las cepas evaluadas (S. boulardii, L. rhamnosus GG, L. acidophilus y L. bulgaricus),
tanto en combinacién como por separado, mostraron un efecto similar (Allen et al.,
2011).

Los ejemplos anteriores sugieren que el uso de probidticos parecer ser una terapia
prometedora para combatir a H. pylori y C. jejuni.

1.2.3 Tratamiento coadyuvante con probiéticos contra H. pylori

Aunque se han estudiado una gran variedad de especies de BAL con potencial
probidtico, los géneros de Lactobacillus, Bifidobacterium y Saccharomyces siguen
siendo los mas comunmente estudiados (Homan & Orel, 2015). Los probidticos
actian en numerosas vias, y se han documentado algunos mecanismos

iInmunitarios como no inmunitarios (Ruggiero, 2014).

Gong et al. (2015), indicaron probabilidades més bajas de erradicacion de H. pylori
con la terapia triple sola, en comparacion con la terapia triple con suplementos de
probidticos. También se observaron reducciones significativas de los efectos
secundarios, como nauseas, vomitos, distension abdominal, dolor epigastrico,

diarrea, estrefiimiento, distorsion del gusto y erupcion cutanea.

Lactobacillus spp. se recomienda como un complemento al tratamiento estandar
para combatir a H. pylori, ya que es posible mejorar la adaptabilidad del paciente al
tratamiento debido a que se reducen los efectos secundarios de los agentes
antibacterianos sintéticos (Franceschi et al., 2007; Kim et al., 2008). En un estudio
realizado por Hong et al. (2018) evidenciaron que la bacteria acido lactica
Lactobacillus paracasei HP7 aislada de kimchi (un platillo de verduras fermentadas
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ampliamente consumido en Corea), tenia efectos inhibidores contra H. pylori tanto

en ensayos in vitro como en ensayos in Vvivo.

1.3 Probiéticos

Los probiédticos se definen como microorganismos viables (bacterias o levaduras)
gue, cuando se ingieren en cantidades suficientes, ejercen diversos efectos
benéficos en la salud del huésped. Entre los microorganismos probibticos
conocidos, se encuentran los géneros de bacterias &cido lacticas (BAL) como,
Lactococcus, Lactobacillus, Streptococcus, Enterococcus ademas de
Bifidobacterium. Estas bacterias tienen un largo historial de uso seguro (Doron &
Snydman, 2015; Maria Rosa Machado, 2015). Los probidticos poseen la capacidad
de soportar condiciones poco favorables en el cuerpo humano (por ejemplo,
enzimas salivales, bajo pH y jugos gastricos), siendo capaces de colonizar las
células epiteliales del intestino y contribuir a la salud del huésped (Marchesi et al.,
2016; Ooi & Liong, 2010; Zoumpopoulou et al., 2017). Aunque en todo el mundo se
han empleado diversas BAL probio6ticas en alimentos funcionales fermentados, el
mercado de productos biofuncionales necesita continuamente la aplicacién y la
diversificacion de los productos disponibles. Con este fin, se han realizado un
namero creciente de estudios cientificos orientados a la selecciéon de nuevas cepas
con propiedades funcionales diferentes y especificas. Continuamente se identifican
nuevos microorganismos como levaduras, y BAL con elevado potencial probidtico.
En la actualidad se estan utilizando nuevas fuentes de aislamiento de
microorganismos probioticos, como diferentes productos lacteos, frutas, cereales y
de los desechos agroindustriales (Vinicius et al., 2018).

Debido a la gama de funciones y aplicaciones tecnoldgicas de los probidticos, la
seleccion y evaluacién de nuevos candidatos a probioticos requiere un enfoque
integral que incluya mdultiples pasos. Antes del 2002, no existia ninguna
reglamentacion internacional para evaluar y respaldar la eficacia y la seguridad de
los microorganismos probioticos, debido a ello, la Organizacion de las Naciones
Unidas para la Agricultura y la Alimentacién y la Organizacion Mundial de la Salud

(FAO/OMS) publicaron las "Directrices para la evaluacion de los probioticos en los
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alimentos”, en las que se establecian normas de seguridad y eficacia para los
probioticos (Pineiro & Stanton, 2007). En esta directriz se sugieren varios criterios
para la selecciobn de probioticos, entre ellos la resistencia a las condiciones
desfavorables presentes en el cuerpo humano, la capacidad de adhesion al epitelio,

la actividad antimicrobiana y la evaluacion de la seguridad.

En los dltimos afios se han desarrollado pruebas para demostrar la relacion de los
microorganismos probiéticos con aspectos integrales de la salud y el bienestar de
los seres humanos, llevando asi a nuevas estrategias para la seleccion de
probidticos (Vinicius et al., 2018). Entre estas pruebas destacan algunos métodos
para evaluar las propiedades biologicas de los probioticos, como diversos efectos
anticancerigenos, antidepresivos, antiobesidad, antidiabéticos y la regulacion de los
niveles de colesterol, asi como aspectos de seguridad relativos a la virulencia,
toxicidad, y resistencia a los antibidticos y la transferencia de esta resistencia
(Hanchi et al., 2018).

1.3.1 Seleccién de probioticos

Para la seleccion de microorganismos probiéticos se requiere un enfoque critico y
sistematico utilizando una estrategia similar a la que se muestra en la Figura 2. En
la mayoria de los estudios, debido al gran nimero de cepas aisladas es necesario
utilizar un "enfoque por etapas", que consiste en una secuencia de pruebas para
reducir progresivamente el numero de candidatos a probioticos. Al final de este
procedimiento, las cepas que presentan el mayor numero de propiedades
funcionales simultdneamente, sin ningln rasgo negativo, se seleccionan como

probidtico (Vinicius et al., 2018).

El microorganismo en cuestién debe estar perfectamente caracterizado a nivel de
género, especie y cepa, también debera depositarse en una coleccién de cultivos
internacionales reconocidos (Felis et al., 2009). Ademas de cumplir con algunas
otras caracteristicas como: 1) ser seguro para el hospedador, determinado mediante
ensayos in vitro y/o en animales de experimentacién si es necesario, 2) ser

microorganismos viables en el momento de su consumo, aunque se ha reconocido
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Figura 2. Enfoques de seleccion utilizados para la caracterizacion de las cepas de
probidticos segun la OMS/FAO vy otros estudios de Divya et al. (2012); Fiorda et al. (2016);
Luna & Foster (2015); Maragkoudakis et al. (2006) y Yang & Chang (2010).

gue las células no viables pueden mediar algunos efectos beneficiosos a nivel
fisiologico, 3) ser capaz de sobrevivir a su paso por el tracto gastrointestinal,
determinandolo mediante una serie de pruebas estandar; resistencia al pH gastrico
y a sales biliares, 4) capacidad de adhesion a la mucosa y/o células epiteliales

humanas, de lineas celulares o de aminales de experimentacion, 5) deben
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proporcionar algun beneficio fisiolégico demostrado directamente en animales o en

el humano(Figueroa-Gonzalez et al., 2011).

Dentro los microorganismos considerados como probidticos en mayor medida
encontramos aquellos que pertenecen al grupo de bacterias acido lacticas o BAL.
En el apartado siguiente se describen algunas caracteristicas de estas BAL.

1.3.2 Bacterias Acido Lacticas (BAL)

Las bacterias &cido lacticas se encuentran entre los grupos de bacterias mas
relacionadas con los humanos; se encuentran ampliamente distribuidas en la
naturaleza y en numerosos habitats ricos en nutrientes, como plantas, suelo,
animales y humanos (Ashaolu & Reale, 2020). También se pueden encontrar
formando parte de la microbiota del tracto gastrointestinal (TGI), donde fermentan
diversas fuentes de carbono provenientes de los alimentos (Ashaolu et al., 2019).
En la actualidad el aislamiento e identificacion de bacterias acido lacticas a partir de
matrices crudas como granos y cultivos asi como de alimentos naturalmente
fermentados (productos lacteos, cereales, frutas y verduras) esté bien documentado
(Tamang et al., 2016).

Se ha informado el hallazgo de numerosos géneros/especies de BAL en relacién
con diversos alimentos y bebidas fermentadas en todo el mundo, que han

demostrado tener potencial probiético (Fenster et al., 2019).

La mayoria de las bacterias probidticas que se utilizan hoy en dia (Tabla 1)
pertenecen al grupo de BAL destacando los géneros Lactobacillus (clasificacion
antigua), y Estreptococcus (Kechagia et al., 2013; Marco et al., 2006). Por otro lado,
el género de Bifidobacterium también ha destacado por sus diferentes cepas
probidticas. Sin embargo, existen productos probiéticos que contienen cepas BAL
de otros géneros como Aerococcus, Carnobacterium, Enterococcus, Oenococcus,
Sporolactobacillus, Tetragenococcus, Vagococcus y Weissella (Ashaolu & Reale,
2020; Ouwehand et al. 2002).

A continuacién, se describen algunas de las cepas BAL y bifidobacterias

comunmente empleadas como probiéticos.
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Tabla 1. Especies de BAL y bifidobacterias comunmente empleadas como probidticas.
Lactobacillus spp. Bifidobacterium spp. Enterococcus spp.  Streptococcus spp.

L. acidophilus B. bifidum Ent.faecalis S. cremoris
L.caseli B. adolescentis S. salivarius
Ent.faecium

L. delbrueckii ssp. | B. infantis S. intermedius

(bulgaricus)
L. cellobiosus B. thermophilum
L. curvatus B. longum
L. fermentum
L. lactis
L. plantarum

L. reuteri

Fuente: Parvez et al., 2006

Gracias al conocimiento de la secuencia genética de estos microorganismos se ha
podido determinar los genes involucrados en procesos tan relevantes como la
resistencia a patdégenos, su capacidad de colonizaciéon y adhesion al epitelio
intestinal o el mecanismo por el cual producen una reduccion en situaciones de

intolerancia a la lactosa (Sebastian Domingo, 2017).

El género que ha sido mas estudiado como probidéticos de este grupo (Tabla 1) es
Lactobacillus. Se han desarrollado diversas pruebas para determinar sus efectos

benéficos.

1.4 Efectos benéficos en la salud del huésped tras la administracion de

probioéticos

Al pasar de los afos, se ha atribuido a los microorganismos probiéticos propiedades
beneficiosas sobre el ser humano, por ejemplo, sobre el tracto gastrointestinal, el
sistema inmune, el sistema cardiovascular y/o el tracto urogenital. Es importante
destacar que estos efectos benéficos dependen de la cepa empleada, por lo tanto,

no existe una cepa universal que proporcione todos los efectos esperados, hasta
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incluso distintas cepas dentro de la misma especie pueden presentar variaciones

en los efectos sobre el hospedador (Vasiljevic & Shah, 2008).

Uno de los beneficios al huésped tras la administracion de probidticos es la
reduccion de la intolerancia a la lactosa, ya que reduce los sintomas de inflamacion
o hinchazon, posiblemente como consecuencia de la presencia de la lactasa
presente en las bacterias acido lacticas, mejorando asi la digestion de la lactosa
(de Melo Pereira et al., 2018).

Dentro de los beneficios que aportan los probidticos esta mitigar la colitis ulcerosa
y la enfermedad de Crohn, enfermedades en donde la microbiota intestinal juega un
papel importante en los periodos inflamatorios, en cuyo caso un tratamiento
probiotico podria remediar la inflamacion a través de su interaccion con la microbiota
autoctona. De esta manera los probidticos estimulan la motilidad intestinal,
facilitando con ello la expulsion de bacterias, enzimas, y moléculas
procarcinogénicas, favoreciendo condiciones saludables y reduciendo el riesgo de
padecer infecciones y cancer (Reyes Esparza & Rodriguez Fragoso, 2012). (Allen
et al., 2011; Vasiljevic & Shah, 2008)

Por otro lado, las cepas de probidticos han demostrado ejercer efectos
anticancerigenos por multiples mecanismos, entre ellos: i) la produccion de
compuestos con actividad anticancerigena, ii) la union y degradacion de los posibles
mutagenos, iii) la reduccién de la actividad de las enzimas que intervienen en la
formacion de carcindgenos, iv) la reduccion de las micotoxinas genotdxinas,
inmunosupresores y nefrotéxinas, v) la inhibicibn de la proliferacion de células
tumorales, y vi) la induccién de la apoptosis en las células cancerosas (Commane
et al., 2005; Ewaschuk et al., 2006; Kumar et al., 2013).

Los microorganismos probioticos también estan dirigidos al control de patdgenos
gastrointestinales como H. pyloriy C. jejuni algunos de sus mecanismos empleados
incluyen: estimulacion del sistema inmune; competicion por los receptores o sitios
de adhesion y los nutrientes asi como factores de crecimiento; cambios en el pH del

medio debido a la produccién de acidos organicos, ademas de facilitar la reparacion
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de la mucosa en el tracto gastrointestinal (Fooks & Gibson, 2002; Moreno et al.,
2018).

1.4.1 Metabolitos producidos por bacterias probidticas con efectos benéficos
ala salud

En los ultimos afios, se ha reconocido el importante papel de las bacterias
probidticas en el mantenimiento de la homeostasis dentro de ecosistemas
dinamicos como los tractos gastrointestinal y urogenital, asi como en la prevencion
de la colonizacién e infeccién causada por microorganismos patégenos (Boris &
Barbés, 2000) . Algunos lactobacilos desempefian un papel protector al producir
compuestos como peréxido de hidrégeno, acidos organicos dentro de los que
destaca el acido lactico, diacetilo, reuterina, bacteriocinas y biosurfactantes, que
inhiben el crecimiento de patégenos potenciales (Pascual et al., 2008). Ademas, los
lactobacilos inhiben los patégenos por exclusion competitiva de los receptores
presentes en la superficie de las células epiteliales y por coagregacion con ellos, lo
gue contribuye a crear una barrera que previene la colonizacion por patégenos
(Siedler et al., 2020; Zuo et al., 2019). En consecuencia, se ha sugerido que la
capacidad de adherirse a las células epiteliales y las superficies mucosas es una
propiedad importante de muchas cepas bacterianas utilizadas como probidticos
(Zuo et al., 2019).

Recientemente, se ha reportado que las bacterias probidticas pueden sintetizar
otros metabolitos poco conocidos. Por ejemplo, Liu et al. (2017) descubrieron un
nueva sustancia antimicrobiana producida por L. rhamnosus LS-8 que identificaron
como 4,6-dimetil-1,2,5-triazepano-3,7-diona (CeH11N302) presentando efecto
inhibidor significativo sobre cepas tanto Gram positivas como Gram negativas,
incluidos los patégenos de resistencia a multiples farmacos como H. pylori y C.
jejuni. También mostré6 buena estabilidad térmica y resistencia a las enzimas
proteoliticas; sin embargo, solo fue activo en condiciones acidas. El descubrimiento
agrega un nuevo tipo de compuesto antimicrobiano producido por bacterias acido

lacticas.
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El interés cientifico que se tiene sobre el uso de probibticos, esta vinculado a su
efecto en el sistema inmune y los procesos biolégicos y bioquimicos que ocurren en
el intestino, mismos que estimulan, regulan e inducen diversos efectos bioldgicos
en el sistema inmunolégico a través de la interaccion local con el tejido linfoide
asociado al intestino. En este sentido, la evidencia reciente sugiere que el intestino
desempeiia un papel muy importante en los mecanismos de tolerancia y
mantenimiento de la memoria de la respuesta inmune en el organismo (Sanders et
al., 2019).

1.5 Estimulacién del sistema inmune por probiéticos

El efecto inmunoestimulador de los probidticos se produce al aumentar la secrecion
de inmunoglobulinas, fagocitosis de patdgenos y/o la produccién de citoquinas
(Rocha-Ramirez et al., 2017). Estos mecanismos estan respaldados por estudios in
vitro y se demostraron in vivo tanto en animales y, en cierta medida, en los seres
humanos (Marchesi et al., 2016). La inmunosupresiéon inducida por probidticos
puede ser evaluada desde la produccion de células secretoras de IgA e IgM,
incluyendo IFN-y, IL-1, TNF- a, IL-10, IL-12, IL-18, y TGF-B (Lammers et al., 2003).
1.5.1 Mecanismos inducidos por los probiéticos para estimular el sistema

inmunoldgico

Algunos autores han demostrado que sélo algunos fragmentos de la bacteria
probidtica, y no toda la bacteria, son internalizados dentro de las células epiteliales
intestinales (CELs). Como consecuencia, las CELs inician una compleja red de
sefiales que estimulan las células inmunes asociadas a la lamina propia y activan
principalmente la respuesta innata y liberacion de citoquinas por las células T
(Galdeano & Perdigon, 2004). Se ha demostrado que los probioticos fortalecen la
barrera intestinal al aumentar la cantidad de células caliciformes que refuerzan la
capa de moco (de Moreno et al., 2008). Ademas, en diversas investigaciones se ha

demostrado que varias especies de Lactobacillus aumentan la expresion de checar
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el espacio que queda libre mucina en lineas celulares intestinales humanas (Mack
et al., 2003; Maldonado et al., 2019).

Lumen

Intestinal
Epithebum

glands

Phagocyi arivty
Merobiosal scrmity
Cytotow produchan

Figura 3. Mecanismos inmunomoduladores ejercidos por las bacterias probitticas en la
mucosa intestinal (Maldonado et al., 2019)

Como se puede observar en la Figura 3, las bacterias probiéticas se adhieren a las
CELs y las activan a través de los receptores de reconocimiento de patrones. En

este escenario, las CELs liberan citoquinas y quimioquinas que crean un
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microambiente en la lamina propia del intestino, permitiendo la expansién clonal de
las células B para producir IgA. Al mismo tiempo, las citoquinas estimuladas por las
bacterias probidticas conducen a la expresion de células Treg (Foxp3+) que
mantienen la homeostasis inmune en la mucosa intestinal (Aragon et al., 2015).
Posteriormente, los macrofagos de las placas de Peyer (PP) liberan citoquinas
después de la estimulacién de la bacteria probiética. Después de la estimulacion
probiética, los macrofagos distantes del TGl como los del peritoneo y el bazo,
aumentan su funcionalidad (produccion de citoquinas, fagocitos y actividad
microbicida) reforzando la respuesta inmune innata (Maldonado et al., 2019; Gomez
et al., 2016).

Otras células importantes que juegan un papel fundamental en la barrera epitelial
son las células de Paneth. Los probidticos tienen importantes efectos sobre estas
células, aumentando su numero en las criptas intestinales con el objetivo de reforzar

la barrera epitelial (Cazorla et al., 2018).

El tiempo de permanencia de las bacterias probiéticas en el lumen intestinal (72 h)
es suficiente para inducir cambios en las células inmunes del intestino, aumentando
el niumero de macréfagos y células dendriticas (CD) de la lamina propia, y
mejorando su funcionalidad, lo que se refleja en la produccién de citoquinas
(Maldonado et al., 2019).

Es importante sefialar que la activacion de las células inmunitarias no altera la
homeostasis intestinal, probablemente por la activacion de las células reguladoras
gue mantienen un entorno toler6geno. Estos hechos garantizan la seguridad del
consumo de probidticos durante largos periodos de tiempo sin efectos adversos. El
microambiente de citoquinas generado por las células inmunes en respuesta a los
probiéticos favorece un aumento de las células IgA+ intestinales (Shah & Swami,
2017).

Debido a lo expuesto anteriormente, los probidticos presentan una capacidad
importante para estimular el sistema inmunoldgico. Por tal motivo son empleados
con éxito en tratamientos profilacticos o terapéuticos de varias enfermedades

referidas a trastornos gastricos, sindromes inflamatorios, sindrome del colon
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irritable, cancer gastrico o infeccién causadas por H. pyloriy C. jejuni (Garcia et al.,
2009; Gotteland et al., 2006; Hiitt et al., 2009).

Para que los microorganismos probidticos puedan ejercer eficazmente su actividad
es de suma importancia considerar la adicion de ciertos micronutrientes que
potencialicen su actividad como lo son los prebidticos, ya que estos estimulan el
crecimiento de diferentes bacterias intestinales autdctonas, asi como la activacion
del metabolismo de la microbiota intestinal, lo que confiere un efecto benéfico para
la salud del huésped. La combinacién de probidticos y prebidticos puede superar
algunas posibles dificultades en la supervivencia de los probi6ticos en el TGI

ademas de combatir diversos enteropatégenos.

1.6 Prebioticos

Los prebidticos son carbohidratos no digeribles que actlan como un sustrato
nutritivo para estimular el crecimiento y metabolismo de ciertas bacterias (Ghouri et
al., 2014). Mientras que los probidticos se introducen como bacterias exdgenas en
la microbiota del colon, los prebiéticos tienen como objetivo modular la microbiota
luminal enddégena mediante la estimulacion selectiva. Los prebidticos suelen
estimular el crecimiento de bacterias promotoras de la salud ya presentes en el
colon. Por ejemplo, diferentes carbohidratos digeribles, como los
galactooligosacéaridos (GOS), pueden estimular bifidobacterias presentes en el
intestino, donde posteriormente estos microorganismos fermentaran estos
azucares produciendo diversos acidos grasos de cadena corta (Bouhnik et al.,
2004). En teoria, el resultado neto de la administracion prebidtica puede ser similar
al de la administracion probiética. Sin embargo, el efecto de los prebioticos puede
estar presente durante varias semanas después de la administracién, mientras que
el efecto de los probibticos es generalmente mas corto. (Ballongue et al., 1997).
Actualmente existe controversia sobre qué compuestos pueden considerarse como
prebioticos y cuales no. (Bindels et al., 2015). Uno de los calificadores clave para

un prebidtico es que debe cambiar selectivamente a la microbiota intestinal.

Las frutas, verduras, cereales y otras plantas comestibles son fuentes de

carbohidratos que constituyen prebidticos potenciales. Se pueden mencionar las
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siguientes posibles fuentes: semillas de chia, alcachofas, almendras ajo, cebolla,
raices de achicoria, vegetales verdes, legumbres, asi como avena, linaza, cebada
y trigo (Markowiak & Slizewska, 2017). De estas fuentes naturales, la raiz de
achicoria fresca contiene el 68% de inulina, el mucilago de chia crudo estimula el
crecimiento de los microorganismos del colon, los oligdbmeros presentes en la
alcachofa muestran un efecto prebidtico al promover el crecimiento de microbios
probiéticos (A. P. Kaur et al., 2021). Algunos prebioticos producidos artificialmente
son: lactulosa, GOS, fructooligosacaridos (FOS), maltooligosacaridos,

ciclodextrinas y lactosacarosa (Fernandez et al., 2018).

1.6.1 Metabolismo de prebidticos

El intestino grueso, en comparacion con otras zonas del tracto gastrointestinal, es
un ecosistema muy complejo que contiene un gran nimero de microorganismos que
se denominan microbiota intestinal. EI medio es favorable para el crecimiento de
bacterias (benéficas y patdégenas) debido al pH cercano a la neutralidad, a la alta
disponibilidad de nutrientes, asi como al transito lento de los mismos. Dado que la
microbiota puede dar lugar a compuestos benéficos para la salud, actualmente
existe un gran interés en usar dietas que promuevan el crecimiento de estos grupos

bacterianos (Gibson et al., 2017).

Tras la ingestion de un alimento con caracteristicas prebiéticas, se origina una serie
de gases tales como hidrogeno (Hz), bioxido de carbono (CO2) y metano (CH4) que
no tienen efectos negativos, con la excepcion de producir flatulencia e hinchazén; y
acidos grasos de cadena corta (AGCC) como acetato, butirato y propionato,
principalmente, ademas de lactato, que son beneficiosos tanto para la microbiota
intestinal (disminuyendo ligeramente el pH), como para las células intestinales (que
necesitan estos AGCC para obtener energia). Ciertos componentes de la microbiota
producen etanol que es metabolizado rapidamente por otras bacterias intestinales
y no ejerce ningun efecto en el huésped. Ademas, se genera sulfuro de hidrégeno
(SH2), que puede reaccionar facilmente y tener efectos negativos en el intestino,
también se pueden producir acidos grasos de cadena ramificada (AGCR) tales

como isobutirato, isovalerato. También puede producirse amoniaco (NHs), tioles,

31




aminas, y fenoles e indoles que son irritantes para las células intestinales,
posiblemente mutagénicos o pueden tener un efecto negativo en el sistema inmune

en altas concentraciones. (Corzo et al., 2015).

Se ha demostrado que los FOS, tienen la capacidad de regular la producciéon de
mucina y aumentar el conteo de leucocitos y linfocitos tanto en la sangre periférica
como en los tejidos linfoides asociados al intestino (TLAI) (Janardhana et al., 2009).
Estos TLAI también contribuyen a la sintesis de la inmunoglobulina A (IgA), la cual
activa directamente la accion fagocitica de los macréfagos intra-inflamatorios
(Hirayama et al., 2018). Diversos estudios han destacado el potencial de los
prebidticos para modular la expresién de citocinas. En un estudio realizado por Cani
et al. (2009), se observé que los carbohidratos prebioticos tuvieron un efecto
reducido en la expresion de marcadores de estrés oxidativo de inflamacién, y un
aumento en la produccion de citocinas proinflamatorias (INF-y, IL-1a, IL-1b, IL-6 y

TNF-a) en ratones obesos

1.6.2 Algunos de los prebioticos mas comunes

1.6.2.1 Fructooligosacaridos (FOS)

Los FOS son oligosacéridos bien documentados con respecto a su efecto sobre las
bifidobacterias intestinales y se consideran importantes prebi6ticos. Los FOS no se
degradan o absorben en el tracto gastrointestinal humano. Como tal, entran en el
colon intacto donde son susceptibles al metabolismo por la microbiota residente
(Hidemasa et al., 1986). En cultivos puros, la mayoria de las especies de
bifidobacterias son expertas en la utilizacion de estos fructanos. Muchas otras
bacterias también son capaces de metabolizar estos sustratos, incluidos Klebsiella
pneumoniae, Staphylococcus aureus y S. epidermis, Enterococcus faecalis y E.
faecium, Bacteroides vulgatus, B.thetaiotaomicron, B. ovatus y B. fragilis, L.

acidophilus y Clostridium sp.

En cuanto a su estructura, los FOS constan de cadenas lineales de fructosa (desde
2 unidades hasta 60) unidas por enlaces 8 (2-1), y terminan en glucosa (Mutanda et
al., 2014). En la sintesis de FOS a partir de sacarosa, la enzima fructosiltransferasa

juega un papel clave, mostrando actividad hidrolitica a baja concentracion de
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sacarosa y actividad de transfructosilacion a concentraciones altas. Los FOS
resultantes contienen de 2 a 4 residuos de fructofuranosilo con enlaces B-(2-1) y
tienen glucosa en el extremo terminal unida por un enlace a-(1-2) (A. P. Kaur et al.,
2021).Los FOS pueden ser inulina despolimerizada enzimaticamente o producidos
a partir de sacarosa por transfructosilacién (Carlson et al., 2018; Goh et al., 2006)

esto debe ir en la introduccion

Los FOS tienen aplicaciones comerciales como suplementos en alimentos, siendo
considerados nutracéuticos. Ademas, los FOS son empleados como ingredientes
funcionales en la industria ya que parecen ser una buena alternativa de ingrediente
prebidtico (Rolim, 2015). También se utilizan en la produccion de helados,

mermeladas y productos de confiteria (Mutanda et al., 2014) .

1.6.2.2 Inulina

La inulina es una mezcla de cadenas de fructanos encontrados ampliamente en la
naturaleza como carbohidratos de almacenamiento de plantas y esta presente en
mas de 36,000 especies de plantas. Quimicamente, la inulina es un polidisperso [3-
(2,1) fructano. Las unidades de fructosa en la mezcla de polimeros de fructosa
lineales y oligdbmeros son unidos por enlaces B- (2,1). Una molécula de glucosa
tipicamente reside en el final de cada cadena de fructosa y esta unido por un enlace
a- (1, 2), similar a la sacarosa. Las longitudes de cadena de estos fructanos varian
de 2 a 60 unidades con un grado medio de polimerizacion de 10 (Flickinger et al.,
2003). La mayoria de la inulina disponible comercialmente hoy se extrae de las
raices de achicoria (Gibson & Roberfroid, 1995).

La incapacidad del sistema digestivo humano para hidrolizar los fructanos se debe
a la falta de enzimas hidroliticas capaces de romper los enlaces 3. Sin embargo,
ciertas bacterias, como Lactobacillus, pueden degradar estos enlaces, modulando
asi la composicion y actividad de la microflora intestinal y promoviendo el

crecimiento de bacterias bifidogénicas. (Mutanda et al., 2014).

1.6.2.3 Galactooligosacaridos
Los galactooligosacaridos (GOS) se conforman por oligolactosa, oligogalactosa y
oligogalactosilactosa. La lactulosa de la leche de vaca, transformada mediante
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transglicosilacion e isomerizacion, se convierte en GOS (Matrtins et al., 2019). Estos
actian como prebidticos al no ser digeridos enzimaticamente por tanto son
fermentados en el intestino por bifidobacterias. Los GOS se clasifican en dos
subcategorias, con exceso de galactosa en C3, C4 o C6, y los sintetizados a partir
de lactosa mediante transglicosilacion enzimatica (Torres et al., 2010). La sintesis
de los GOS se puede realizar de manera electréfila y nucleofilica, este método
resulta poco rentable a escala industrial. La galactosidasa y la galactosiltransferasa
son enzimas operativas en la formacion de GOS, siendo la galactosiltransferasa la
empleada en la sintesis a gran escala (Ganzle, 2012). Sin embargo, esta via es
costosa, al requerir nucleétidos de azucar como donantes (Weijers et al., 2008). Por
ende, para reducir costos, se utilizan comunmente oligosacaridos de leche humana
y la produccién de globotriosa (Corona et al., 2021). Un estudio in vivo revelé que el
efecto de los Bimuno® GOS (B-GOS®) en las bacterias intestinales de personas
mayores, mejord sustancialmente el nimero de Bacteroides y bifidobacterias en el
intestino (O’Callaghan & van Sinderen, 2016).

La inulina y los fructooligosacéaridos (FOS) son prebiéticos ampliamente estudiados
y reconocidos debido a su capacidad para ser selectivamente utilizadas por la
microbiota intestinal, confiriendo asi beneficios a la salud. Ademéas de los bajos

costos de produccion a gran escala.

1.7 Efecto sinérgico de prebidticos y probiéticos como inhibidores de C.
jejuni y H. pylori

Los prebidticos, como ingredientes alimentarios no digeribles que promueven el
crecimiento bacteriano beneficioso en el intestino, también se han utilizado para
reducir la prevalencia de Campylobacter en el TGI de pollos de engorda. Aunque no
mostraron un impacto significativo por si mismos, los prebiéticos disminuyeron
significativamente la cantidad de Campylobacter cuando se usaron en combinacion
con tres especies de probioticos (Arsi et al., 2015). Estudios similares respaldaron
estos resultados en los que las cargas de Campylobacter se redujeron en presencia
de una combinacién de prebio6ticos y probidticos (Gracia et al., 2016; Guyard-
Nicodeme et al., 2016; Johnson et al., 2017; Peng et al., 2015).
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Por otro lado, Arsi et al. (2015), realizaron un estudio en el que probaron la
afectividad de la combinacion de algunas cepas de Bacillus y Lactobacillus spp. con
prebidticos como fructooligosacarido (FOS) o mananooligosacarido (MOS) para
inhibir a C. jejuni en aves de corral, encontrando que aquellos tratamientos en los
gue Unicamente se administraron los prebidticos no se redujo la presencia del
enteropatdogeno. Sin embargo, al administrar la combinacion de Bacillus,
Lactobacillus y MOS (0.04%) en la alimentacion de las aves se redujo la
concentracion de C. jejuni. Los resultados de este estudio indican que la seleccién
y administracion de aislados bacterianos en combinacion con prebibticos
seleccionados puede reducir los recuentos de Campylobacter entérico en aves de

corral.

Un estudio realizado por Lau et al. (2016), demostr6 que la adicion de probioticos a
la terapia triple se asocia con un aumento del 13.8 % en la posibilidad de erradicar
la infeccion por H. pylori en comparacion con la terapia triple sola. Ademas, los
probidticos han mostrado una disminucion significativa de los efectos secundarios
(Gong et al., 2015).

A pesar de las mejoras en la erradicaciéon de H. pylori con probidticos como
coadyuvantes, se ha demostrado que el uso de probidticos como monoterapia
reduce la carga bacteriana, pero no es eficaz para erradicar H. pylori (Namkin et al.,
2016; Wang et al., 2004). Bhatia et al. (1989) descubrieron que el crecimiento de H.
pylori se inhibia in vitro si L. acidophilius estaba presente. Michetti et al.
(1999), fueron los primeros en estudiar el efecto de L. acidophilus in vivo,
concluyendo que el probiético disminuyé la densidad de la carga bacteriana, pero la
erradicacion completa no tuvo éxito. Wang et al. (2004), estudiaron a pacientes
adultos que tomaban terapias probioticas multiespecificas que incluian L.
acidophilus y concluyeron una disminucion en los valores de la prueba de aliento

con urea, pero no en la erradicacién completa de H. pylori.

Para garantizar que las bacterias probidticas lleguen integras al tracto
gastrointestinal del huésped es importante hacer uso de tecnologias de

encapsulacion, para mantener un nivel adecuado de sobrevivencia al ser expuestas
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a condiciones adversas. Ademas, de considerar incluir algun prebidtico que podria
potencializar el efecto inhibidor de los probidticos contra microorganismos

enteropatogenos como H. pylori y C. jejuni.

1.8 Microencapsulacion de probidticos

Para atrapar cualquier sustancia en un material y producir particulas que tienen un
didmetro de unos pocos nanémetros a unos pocos milimetros, se lleva a cabo la
encapsulacién. La encapsulacion es un proceso fisicoquimico o mecanico (Chen &
Chen, 2007) y la sustancia que esta encapsulada se conoce como nucleo. El
término "recubrimiento” o "cubierta" se utiliza para la matriz en que el material del
nucleo se dispersa. El material de soporte es tal que puede formar una barrera para
proteger la sustancia encapsulada. La encapsulacién de las células probidticas
suele llevarse a cabo para proteger a las células vivas contra el ambiente

desfavorable o adverso (Aquino et al., 2019; Champagne et al., 2010).

Existen diferentes tipos de encapsulados, pero los dos mas comunes son el tipo de
deposito y el tipo matriz. En el primer tipo, hay un caparazén alrededor del material
central y por lo tanto, el término "capsula". En el segundo tipo, el agente activo se
dispersa sobre el material portador que también se puede encontrar en la superficie.
La encapsulacion finalmente imparte una estructura, permitiendo la creacion de
nuevas funciones o sistemas innovadores para productos probiéticos (Neufeld &
Poncelet, 2004).

Al encapsular el probiéticos, surgen dos tipos de problemas, uno se debe a su
tamafio (generalmente con un didmetro entre 1 y 5 um), que excluye
inmediatamente las nanotecnologias. La segunda dificultad al encapsular
probioticos es mantenerlos vivos o0 en estado viable esto se determina mediante la
seleccion de tecnologia avanzada para la microencapsulacion (Aquino et al., 2019;
Champagne et al.,, 2010). Las capsulas producidas por diferentes tecnologias
exhiben variacion en el tamafio. Los microencapsulados que tienen amplio rango de
tamafno (0.2-5000 pum) se producen empleando la técnica de emulsificacion.
Microcapsulas de tamafio pequefio (no menos de 300 um) se producen empleando
el método de extrusion (Wang et al., 2015).
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Ademas de la proteccién de la célula probiética contra el entorno desfavorable, otro
objetivo importante de encapsular las células probidticas es permitir su liberacion en
el intestino en un estado viable y metabdlicamente activo (Picot & Lacroix, 2004).
Las propiedades fisicoquimicas de las microcdpsulas determinan la viabilidad de las
células probidticas. Segun Chen & Chen, (2007), el parametro indispensable que
debe considerarse para que las cepas bacterianas preserven su concentracion es
considerar adecuadamente el material de recubrimiento, el recuento celular inicial,
el tamafio de particula. Con el fin de mantener la integridad de la microcapsula en

la matriz alimentaria y en el TGI, deben ser insolubles en agua (Haffner et al., 2016).

En general, latecnologia de encapsulacion se lleva a cabo en tres etapas diferentes.
En la etapa inicial, el componente bioactivo es incorporado en una matriz sélida o
liguida. La incorporacion del componente bioactivo comprendera una disolucion o
dispersion en la matriz en el caso de un nucleo liquido, mientras que sera una
aglomeracién o una adsorcion en el caso de un nucleo sélido. En el segundo paso,
la dispersion de la matriz liquida se lleva a cabo por medio de una pulverizacion de
ionizacion de una solucién en una matriz soélida. El dltimo paso comprende la
estabilizacion por un proceso que podria ser fisico (evaporacion, solidificacion y
coalescencia), quimico (polimerizacion) o fisicoquimico (gelificacion) segun lo
informado por Neufeld & Poncelet, (2004).

1.8.1 Microencapsulacién de simbioticos

La combinacion sinérgica de probioticos y prebioticos da lugar al concepto de
simbidtico (Moura et al., 2015). Varios informes demostraron que las microcapsulas
simbidticas son mas efectivas en comparaciéon con microcapsulas de probidticos
cuando se exponian a TGI simulado (Chavarri et al., 2010; Jiménez-Villeda et al.,
2023; Raddatz et al., 2020; Raddatz et al., 2020). Sin embargo, pocos informes se
han centrado en la simulacion de microcdpsulas simbidticas a lo largo de las
condiciones de TGI y su aplicacion en productos alimenticios, para evaluar su
interaccion con el medio y la viabilidad de los probidticos durante el almacenamiento
(Hernandez-Lépez et al., 2018).
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Se ha realizado la encapsulacion de probidticos con inulina como prebiético, que
estimula selectivamente las cepas probidticas ayudandolas a sobrevivir e
implantarse en el colon (Avila-Reyes et al., 2014). Ademas, de la inulina, los
galactooligosacaridos (GOS) y FOS protegen a los probidticos durante la

microencapsulacion (Barona et al., 2016; Krasaekoopt & Watcharapoka, 2014).

En la actualidad, existen varias técnicas con las que se pueden microencapsular
simbidticos, sin embargo, para seleccionar una de ellas, es necesario considerar
factores fisicos como la temperatura, humedad y agitaciébn que afectan su
supervivencia (Martinez et al., 2015). Las técnicas mas citadas en la literatura para
microencapsular bacterias probidticas son: gelificacién idnica, extrusion,
emulsificacion, secado por aspersion y liofilizacién (Atia et al., 2016; Nunes et al.,
2018; Pinto, Fritzen-freire, et al., 2015; Raddatz, Poletto, et al., 2020; Silva et al.,
2018; Yoha et al., 2020).

1.8.2 Técnicas de encapsulamiento

En la actualidad, existen varias técnicas con las que se pueden microencapsular
simbidticos, entre las que destacan: Gelificacién idnica, emulsificacion, extrusion,
secado por aspersion, coacervacion, liofilizacién, ventana de refractancia entre las
gue destaca ampliamente el secado por aspersion por ser un método de
encapsulacién econémico, ademas de presentar rendimiento elevado del proceso

facil de llevar a gran escala (De Barros et al., 2014; S. Huang et al., 2017).

1.8.2.1 Secado por aspersion

Esta técnica consiste en formar una suspension que contiene microorganismos y
agentes de recubrimiento, la cual es nebulizada con aire caliente o nitrdgeno
(Encina et al. 2016). En la Figura 4 se muestra un esquema general del equipo de
secado por aspersion. Este proceso es conveniente en términos de requisitos de
energia, costos operativos y conduce a un alto rendimiento del proceso y a menudo
se usa para la encapsulacion de probidticos (Pinto, Verruck, et al. 2015). La capsula
deberia ser capaz de proporcionar una buena proteccion contra el &cido clorhidrico,
lo que conduce al dafio de las células probiéticas (Rodriguez, 2012). El agente de

recubrimiento no debe presentar citotoxicidad y actividades antimicrobianas, y por
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lo tanto comprometer la viabilidad del cultivo probiético (Cook et al. 2012). Ademas,
el probidtico microencapsulado debe mantener la viabilidad en el producto y su
liberacién en el intestino tiene que ocurrir de manera controlada (Corona-Hernandez
et al. 2013).

Nunes et al. (2018) microencapsularon L. acidophilus con inulina, trehalosa y maiz
respectivamente, sin embargo, las matrices de encapsulaciéon de inulina y maiz
mostraron la mayor eficiencia de encapsulacion con 93.12% y 94.26%,
respectivamente, con respecto a la resistencia térmica, la matriz de encapsulacion
de trehalosa proporciond la mayor proteccion para este microorganismo, las
microcapsulas producidas con maiz mostraron la mayor viabilidad en condiciones
gastrointestinales simuladas en las diferentes secciones del TGl como el es6fago /
estdbmago (adicion de pepsina, pH ajustado a 2.0 durante 90 min), duodeno (adiciéon
de pancreatina y sales biliares, pH ajustado a 5.0 por 20 min) e ileon (pH ajustado
a 7.5 por 90 min), proporcionando asi una mayor proteccion para Lactobacillus
acidophilus La-5. La mayor eficiencia de encapsulacion se proporcion6 utilizando

almidon resistente (maiz alto) e inulina.

' [.%—— Bomba de alimentacién

Boquilla de atomizacién

Alimentaciéon de muestra

Camara de secado —> \\ |° ®

[ 2
L <+— Colector de muestra

Figura 4. Esquema general del secador por aspersion de laboratorio Buchi B 191
Labortechnik AG (Flawil, Suiza).
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2. JUSTIFICACION

La infeccion causada por C. jejuni y H. pylori afecta hasta el 50% de la poblacion a
nivel mundial, especialmente a paises subdesarrollados. Existe una preocupacion
creciente por erradicar estos microrganismo patdégenos ya que pueden alcanzar una
prevalencia hasta del 90% en la poblacion adulta (Sierra et al.,, 2014). Se han
establecido diversos tratamientos farmacoldgicos que permitan disminuir la
incidencia de estos patégenos en humanos. Sin embargo, a través de los afios las
tasas de erradicacion han disminuido, derivado a que dichos patdgenos han
adquirido resistencia a diversos antibiéticos, por lo que se estan estudiando y
evaluando nuevas alternativas terapéuticas. Recientemente, se ha propuesto el uso
de probidticos para prevenir y tratar diversas afecciones gastrointestinales, incluidos
los efectos secundarios inducidos por antibioticos. Por otro lado, para que los
microorganismos probidticos puedan ejercer eficazmente su actividad es de suma
importancia considerar la adicion de ciertos micronutrientes que potencialicen su
actividad como los prebioticos, ya que estos estimulan la activacion del metabolismo
de la microbiota intestinal. La combinacion de probidticos y prebidticos puede
superar algunas posibles dificultades en la supervivencia de los probidticos en el
TGl ademés de combatir diversos enteropatdgenos. En la Universidad Auténoma
del Estado de Hidalgo, Falfan-Cortés et al. (2021) aislaron diversas BAL de
diferentes alimentos entre las que destacaron L. paracasei T40 y Enterococcus
lactis cepas: T33, T38 y T39 por su resistencia a condiciones de pH bajo y sales
biliares similares a las TGl de manera in vitro. Ademas de mostrar efecto inhibitorio
contra Salmonella Typhimurium y Escherichia coli productora de toxina Shiga tanto
en medio de cultivo como en ratones CD-1. Derivado a lo anterior, el objetivo de
esta investigacion fue evaluar el efecto inhibitorio de las BAL previamente
estudiadas contra C. jejuni y H. pylori microencapsuladas con inulina y FOS

(prebidticos), y evaluar su efecto inhibitorio in vivo.

40




3. HIPOTESIS
La mezcla de Lacticaseibacillus paracasei T40 y Enterococcus lactis cepas: T33,
T38 y T39 encapsuladas con prebiodtico presentardn un mayor efecto inhibitorio

contra Helicobacter pylori y Campylobacter jejuni en un modelo in vivo.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo general
Evaluar la capacidad antimicrobiana de Enterococcus lactis cepas T33, T38 y T39
y Lacticaseibacillus paracasei T40 libres, en mezclas y encapsuladas y en

combinacion con agentes prebidticos contra Campylobacter jejuni y Helicobacter
pylori.

4.2 Objetivos especificos

e Determinar el efecto inhibitorio y el tipo de compuestos antimicrobianos in
vitro producido por E. lactis cepas T33, T38 y T39 y L. paracasei cepa T40
frente a C. jejuni y H. pylori.

e Evaluar las propiedades de adherencia (autoagregacion, coagregacion e
hidrofobicidad celular) in vitro de L. paracasei T40, tres cepas de E. lactis, C.
jejuni y H. pylori.

e Microencapsular L. paracasei T40 y tres cepas de E. lactis con y sin
prebidtico, caracterizar las microcapsulas (viabilidad, morfologia, actividad de
agua, humedad, resistencia a pH bajo y sales biliares similares al estbmago).

e Evaluar la viabilidad de L. paracasei T40 y tres cepas de E. lactis
encapsuladas con y sin prebidtico en condiciones de almacenamiento
controladas por 30 dias.

e Evaluar el efecto inhibitorio de tres cepas de E. lactis libres, con y sin

prebidticos y encapsuladas frente a C. jejuni en ratones BALBI/c.
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Vitro e in vivo.

5. METODOLOGIA
En la Figura 5 se muestra el diagrama general de la metodologia comprendida en dos etapas. La etapa 1 y la mas extensa

comprende todas las pruebas in vitro realizadas. La etapa 2 incluye las pruebas in vivo. A los resultados de las pruebas in

Diagrama general de la metodologia

Pruebas in vitro

v v
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Pruebas in vivo
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Figura 5. Descripcion general de la metodologia realizada. (HP: H. pylori, CJ: C. jejuni, Aw: Actividad de agua)
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Metodologia
Etapa 1:

Pruebas In vitro




5.1 Material bioldgico

Se utilizaron cepas de BAL Lacticaseibacillus paracasei cepa T40 y Enterococcus
lactis cepas T33, T38 y T39 las cuales fueron aisladas de queso artesanales
elaborados con leche no pasteurizada (Falfan-Cortés et al., 2021). Como prebidticos
se utilizaron la inulina de achicoria (Sigma-Aldrich) y los fructooligosacaridos de
achicoria (FOS, Sigma-Aldrich). Como patégenos se utilizd Campylobacter jejuni
subsp. jejuni ATCC 33560.y Helicobacter pylori ATCC 700392.

5.2 Identificacion molecular de las cepas de BAL T33, T38 y T39

Las cuatro cepas de bacterias acido lacticas (BAL) utilizadas en este estudio fueron
obtenidas de quesos elaborados de forma artesanal en México. Una de las cuatro
cepas de BAL fue identificada anteriormente por Falfan-Cortés et al., 2021 En ese
estudio la cepa T40 fue identificada como Lacticaseibacillus paracasei (renombrada

de Lactobacillus paracasei por Zheng et al., 2020) con una identidad del 100%.

En el presente trabajo se realiz6 la identificacion molecular de las 3 cepas de BAL
(T33, T38 y T39) restantes. Mediante la amplificacion del gen 16s rRNA. Las
secuencias consenso obtenidas para cada una de las muestras se compararon con
el programa nucleotide BLAST del Centro Nacional de Informacion Biotecnolégica
(NCBI) para encontrar similitudes entre secuencias biologicas. Se obtuvo un

dendrograma utilizando el método de Neighbor-Joining.

5.3 Crecimiento de las 4 cepas de BAL en medio de cultivo con prebioticos

Se prepararon tubos de caldo MRS (30 mL) que contenian inulina o
fructooligosacaridos (FOS) en 5 diferentes concentraciones [0 %, 0.6 %, 0.8 %, 1.0
%, 1.2 % (p/v)]. Por separado, los tubos de caldo MRS con las diferentes
concentraciones de los 2 prebioticos fueron inoculados con 100 pL de cultivos de
las cepas BAL (T33, T38, T39 y T40) de 3 resiembras consecutivas en caldo MRS
a 37 °C por 24 h. Los tubos inoculados fueron incubados a 37 °C por 48 h. Se
efectud el recuento de las 4 cepas de BAL a partir de los caldos inoculados a las 24
y 48 horas de incubaciéon mediante la técnica de vertido en placa utilizando agar
MRS e incubando a 37 °C durante 48 h.
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5.4 Resistenciade C. jejuniy H. pylori a antibidticos de uso comuan

La técnica de difusién en disco fue empleada para la realizacion de esta prueba
(Jiménez-Villeda, 2016). 100 pyL de cultivo joven de C. jejuni o H. pylori fueron
colocados sobre agar Brain Heart Infusion (BHI) (BD Bioxon, México) suplementado
con 5% de suero fetal bovino (SFB) (Gibco, USA) el cultivo fue distribuido sobre la
superficie del agar de forma uniforme con ayuda de una varilla de vidrio hasta su
completa absorcién. Posteriormente se colocaron discos de papel filtro en los que
se depositaron 10 uL de los antibiéticos a evaluar. Finalmente, las cajas Petri fueron
incubadas en condiciones microaerofilas (BD GasPak® EZ) durante 24 h a 37 °C.
Pasado este tiempo de incubacion, se midieron los halos de inhibicion. Los
antibioticos y concentraciones utilizados para el ensayo fueron tomados del manual
Performance standards for antimicrobial susceptibility testing. an informational
supplement for global application developed through the clinical and laboratory
standards institute (CLSI - Clinical & Laboratory Standards Institute, 2011) y se

muestran en la Tabla 2.
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Tabla 2. Antibiéticos empleados para la evaluacion

Antibidtico Concentracion
_ (Hg/mL)
Acido nalidixico 30
Amikacina 30
Ampicilina 10
Amoxicilina 20
Ceftriaxona 30
Ciprofloxacina 5
Cloranfenicol 30
Colistina 10
Eritromicina 15
Estreptomicina 10
Gentamicina 10
Kanamicina 30
Neomicina 10
Penicilina 10
Rifampicina 5
Tetraciclina 30
Trimetoprima 5

(Performence Standards for Antimicrobial Susceptibility Testing, 2011)
5.5 Efecto inhibitorio de BAL cony sin prebioticos contra C. jejuniy H. pylori

Se utilizaron las cepas de C. jejuni y H. pylori, éstas se cultivaron en caldo BHI
suplementado con 5% de SFB en condiciones microaerdfilas (BD GasPak® EZ)
durante 24 h a 37 °C. Por otro lado, cada una de las 4 cepas de BAL fueron
cultivadas en caldo De Man, Rogosa y Sharpe (MRS) e incubadas a 37 °C por 24h.
La actividad inhibitoria de las diferentes cepas de BAL T33, T38, T39 y T40 contra
los patégenos se realizé6 mediante la técnica de difusion descrita en el apartado 5.5.
En cada uno de los pozos, por separado se colocaron alicuotas de 50 pL de los

cultivos de las 4 cepas de BAL (de forma libre) adicionadas con inulina o FOS con
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diferentes concentraciones (0%, 0.6%, 0.8%, 1.0 %, 1.2%, p/v). Después de que el
liquido de los cultivos se absorbio, las placas se incubaron 24 h en microaerofilia
(BD GasPak® EZ) a 37 °C. Se registraron los diametros de las zonas de inhibicién

(milimetros) alrededor de los pozos. El estudio se realizé por triplicado.

5.6 Efecto sinérgico delas mezclas de cepas BAL cony sin prebiético contra

C. jejuni y H. pylori

Para probar el posible efecto sinérgico al combinar las cepas de BAL contra lo
patdégenos objeto de estudio, se llevaron a cabo cuatro mezclas distintas, detalladas

a continuacion:

e Mezcla 1: Las dos cepas de BAL con el mejor efecto inhibitorio

e Mezcla 2: Las dos cepas de BAL con el mejor efecto inhibitorio adicionada
0.6 % de inulina

e Mezcla 3: Las cuatro cepas BAL (T33, T38, T39 y T40)

e Mezcla 4: Las cuatro cepas BAL (T33, T38, T39 y T40) adicionada con 0.6 %

de inulina

Para preparar las mezclas se tomé 1 mL de cada cepa BAL (con una concentracion
estimada de 9 Log UFC/mL) segun a las diferentes combinaciones y se inocularon
en 30 mL de caldo MRS. Posteriormente, las diferentes mezclas se incubaron
durante 24 h a 37 °C. La actividad inhibitoria de las mezclas de cepas BAL contra
C. jejuni o H. pylori se evalué mediante la técnica de difusiéon descrita en la seccion
5.5.

K.Y Efecto inhibitorio de la combinaciéon de BAL con antibidticos contra C.

jejuni y H. pylori

En un estudio previo se analiz6 la resistencia de las BAL a diversos antibidticos, de
tal forma que para el desarrollo de esta prueba se emplearon Unicamente los
antibioticos a los que las BAL mostraron resistencia (Tabla 3). El efecto inhibitorio
de cepas de BAL T33, T38, T39 y T40 en combinacidén con antibiéticos contra H.
pylori y C. jejuni se realizé mediante la técnica de difusion en pozo (Sgouras et al.

2004) con algunas modificaciones. Un cultivo de 24 h de C. jejuni o H. pylori con
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una concentracion final de 108 CFU por caja de cultivo, se sembré por vertido en
placa en agar BHI (BD Bioxon, México) suplementado con 5% de suero fetal bovino
y conteniendo solo 1.2% de agar-agar. El medio de cultivo inoculado se dejé
solidificar y sobre el agar se realizaron pozos de 6 mm de diametro. Por separado,
en cada uno de los pozos se colocaron alicuotas de 50 yL de los cultivos de las 4
cepas de BAL adicionando 20 uL de antibidtico (Tabla 3). Después de que el liquido
de los cultivos se absorbi6, las placas se incubaron 24 h en microaerodfilia (BD
GasPak® EZ) por 24 h a 37 °C. Se registraron los diametros de las zonas de

inhibicion (milimetros) alrededor de los pozos. El estudio se realizé por triplicado.

Tabla 3. Antibidticos a los que las BAL mostraron resistencia

Antibiético Concentracioén
. (Mg/mL)
Acido nalidixico 30
Amikacina 30
Ceftriaxona 30
Ciprofloxacina 5
Colistina 10
Estreptomicina 10
Gentamicina 10
Kanamicina 30
Neomicina 10

(Performence Standards for Antimicrobial Susceptibility Testing, 2011)

5.8 Deteccion de la presencia de bacteriocinas, peroxido de hidrégeno y

acidos organicos en los cultivos de las BAL

La deteccion de la produccion de bacteriocinas, peréxido de hidrogeno y acidos
organicos por las cepas de BAL T33, T38, T39 y T40 se realiz6 de acuerdo a lo
descrito por Prabhurajeshwar & Chandrakanth, (2017) con algunas modificaciones.
Brevemente, las cepas de BAL se cultivaron por separado en 25 mL de caldo MRS
a 37 °C durante 24 h, posteriormente los cultivos se centrifugaron a 4000 x g durante

10 min a 4 °C. El sobrenadante de cada cepa de BAL se esterilizd por filtracion
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utilizando membranas (Millipore®, Merck) de un tamafio de diAmetro de poro de
0.22 um; los cultivos filtrados se recuperaron en tubos estériles y se almacenaron
en refrigeracion hasta su uso. Por separado, para el ensayo de la presencia de
bacteriocinas, 5mL del sobrenadante estéril fue tratado con 1 mg/mL de tripsina.
Para el ensayo de acidos organicos, el pH de 5 mL del sobrenadante se ajusto a pH
6.5 £ 0.1 usando NaOH 1 N y para el ensayo de peroxido de hidrogeno, otros 5 mL
del sobrenadante se trataron con una suspension de la enzima catalasa al 0.5
mg/mL. La determinacion del efecto antimicrobiano de los cultivos tratados se hizo
mediante la técnica de difusién en pozos como se describié en el apartado 5.5. La
produccion del compuesto antimicrobiano se confirm6 cuando no existia halo de
inhibicién. Alicuotas de 50 yL de cada uno de los sobrenadantes tratados, se
colocaron en pozos de agar BHI (SFB 5% y agar-agar al 1.2%) que fueron
inoculadas por vertido en placa con C. jejuni o H. pylori (108 UFC/mL). Después de
gue el liquido se absorbio, las placas se incubaron 24 h en microaerdfilia (BD
GasPak® EZ) a 37 °C. Se registraron los diametros de las zonas de inhibicion

(milimetros) alrededor de los pozos. El estudio se realizé por triplicado.

5.9 Propiedades de adherencia in vitro de las BAL

5.9.1 Autoagregacion de cepas de BAL C. jejuni y H. pylori

El estudio de autoagregacion se realiz6 de acuerdo a lo descrito por
Prabhurajeshwar & Chandrakanth. (2017), con algunas modificaciones.
Brevemente, por separado, las 4 cepas de BAL se cultivaron durante 18 h a 37 °C
en caldo MRS. Por otro lado C. jejuni y H. pylori se cultivaron en caldo BHI
suplementado con 5% de SFB y se incubaron en microaerofilia (BD GasPak® EZ)
por 24 h a 37 °C. Después, los cultivos de BAL y de los patdogenos se lavaron tres
veces con buffer fosfato salino (BFS) a pH 7.3 a 3100 g durante 15 min. El paquete
celular obtenido de cada bacteria se resuspendié en tubos que contenian BFS para
obtener una concentracion de entre 107-108 UFC/mL [densidad 6ptica (DO) de 0.6 -
0.7 a una longitud de onda de 560 nm]. Cada tubo se agit6 en vortex durante 10 s 'y
se incubaron sin agitacion durante 24 h a 37 °C. Periddicamente (2, 4, 18 y 24 h),
se midi6 la DOseo de los tubos. El porcentaje de autoagregacion se expresé como
en la Ecuacion (1).
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(Ao — Ap)

%Autoagregacion = A x 100
0

Ecuacion (1)

Donde Ao representa la absorbancia a 0 h y A: representa la absorbancia a

diferentes intervalos de tiempo (2, 4, 18 y 24 h).

5.9.2 Coagregacion de BAL con C. jejuni y H. pylori

El analisis de coagregacion se realizé segun el método modificado de Collado et al.
(2008). Brevemente, las cuatro cepas de BAL, C. jejuni y H. pylori se cultivaron por
separado a 37 °C durante 24 h en MRS y BHI suplementado con SFB,
respectivamente. A partir de los cultivos, se prepararon suspensiones lavadas de
cada bacteria con una concentracion de entre 107-108 UFC/mL, tal y como se
describi6 en el apartado 5.10.1. En tubos estériles se mezclaron volimenes iguales
de las suspensiones de cada BAL con la suspensiéon del patégeno (1:1 v/v) y se
incubaron a 37 °C sin agitacién durante 4 h. Se midio la absorbancia (A se) de cada
una de las mezclas. La coagregacion se expreso en porcentaje y se obtuvo con la

siguiente formula:

(Apat + AProb) _ ] (Apat + AProb)

> ix > x 100

% Coagregacion =

Ecuacion (2)

donde, Aqx €s la absorbancia del patégeno, Aro €S la absorbancia del probidtico y
Anix€s la absorbancia de la mezcla representan la absorbancia (A s«) del patégeno
individual, bacterias probidticas y su mezcla, respectivamente. Después de la

incubacion durante 4 h a 37 °C.

5.9.3 Hidrofobicidad de la superficie celular de BAL con C. jejuni y H. pylori
La hidrofobicidad de la superficie celular se determind de acuerdo a Mishra &
Prasad, (2005), Padmavathi et al. (2018) y Prabhurajeshwar & Chandrakanth,

(2017). Cada una de las 4 cepas lacticas, C. jejuni y H. pylori se cultivaron en caldo
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MRS o caldo BHI suplementado con SFB, respectivamente, por 24 h a 37 °C. Se
lavaron 3 veces con PBS como se describio en el apartado 5.6.1, se ajustaron a una
densidad Optica de 0.6-0.7 a 560 nm (DOssonm), posteriormente se mezclaron en
proporcion 1:1 con n-hexadecano y se agité durante 2 min y se almacenaron a
temperatura ambiente por 60 min. Finalmente se midié la DO seonm de la fase

acuosa. La hidrofobicidad se expreso en porcentaje utilizando la siguiente ecuacion:

D050 nmantes de mezclar — DOsgp nmdespués de mezclar
% Hi .. _ ‘1
% Hidrofobicidad DOsep nmantes de mezclar 00

Ecuacion (3)

La actividad de hidrofobicidad de las cepas evaluadas se clasific6 como alta (51-
100%), media (30- 50%) y baja (0-29 %), segun lo propuesto por Nader-Macias
(2011).

5.10 Efecto inhibitorio de BAL sobre la actividad de la ureasa producida por
H. pylori
El efecto inhibitorio de las BAL sobre la actividad de la ureasa producida por H. pylori
se realizé de acuerdo a lo descrito por Rezaee et al. (2019), con modificaciones.
Las cuatro cepas de BAL se cultivaron en caldo MRS y se incubaron por 24 h a 37
°C, posteriormente se obtuvo el sobrenadante libre de células (SLC) de cada una
de las bacterias lacticas (T33, T38, T39 y T40), una porcion del SLC de cada BAL
se ajusté a pH 6.5 con NaOH 1N. Por otro lado, se cultivd H pylori en caldo BHI
suplementado con SFB, por 24 h a 37 °C. Se prepar6 caldo BHI ajustado a pH 2, 3,
4y 5 con HCI 5N. El caldo BHI con diferentes pH fue inoculado con H. pylori y con
el 30% de SLC de las BAL o con el 30% del SLC de las BAL ajustado a pH 6.5,
estas mezclas fueron incubadas por 24 h a 37 °C en condiciones de microaerofilia.
La actividad de la ureasa se determindé mediante la modificacion del rojo de fenol,
para ello después de la incubacion, a las mezclas se les afiadio tampon urea (20%
p/v urea, 0.12% rojo de fenol en PBS a pH 6.5) y se incubaron a 37 °C durante 120

min. El color resultante se leyo a una longitud de onda de 550 nm.
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5.11 Microencapsulaciéon de L. paracasei T40y E. lactis cepas T33, T38 y T39

5.11.1 Secado por aspersion

Los cultivos de Lacticaseibacillus paracasei T40 y E. lactis cepas T33, T38y T39 se
obtuvieron tras la activacion mediante dos transferencias sucesivas en caldo MRS
a 37 °C durante 24 h. Para obtener el paquete celular, la suspension celular (con
~10° UFC/Lm de concentracién bacteriana final) se centrifugé (Labnet Z323K
Hermile, Germany) a 2250xg durante 20 min. Por otro lado, se prepar6 una solucién
al 30% de solidos totales (100 mL) con almidon de maiz modificado (N-lok®,
Ingredion) como agente encapsulante. En este punto se agregé la inulina o FOS
(0.6 %): segun fuera el caso (en este paso solo se agregaron 90 mL de agua estéril).
La mezcla se agité a 3500 rpm (StableTemp, Cole-Parmer, Chicago; EE.UU.)
durante 6 min. Los 10 mL de agua estéril restantes se afiadieron al paquete celular
para homogeneizarlo y ser afiadido a la solucién de almidén. Finalmente, la mezcla
se homogeniz6 a 6000 rpm durante 30 segundos en un Ultra Turrax T-
Homogenizador 25-SI (IKA Works, Wilmington, NC, EE.UU.). El proceso de
microencapsulacion se realizé con un secador por aspersion de laboratorio marca
Buchi B 191 Labortechnik AG (Flawil, Suiza). La temperatura de entrada fue de 100
°C, y la temperatura de salida fue de 62 °C + 2 °C. La tasa de flujo de liquido fue de

4 mL/min, y el diametro de la boquilla fue de 0.5 mm (Hernandez-Lépez et al., 2018).

Por otro lado, se sometieron al secador por aspersion las cuatro BAL sin material
pared y sin prebidtico bajo las mismas condiciones de temperatura y de
alimentacion. Para ello, después de obtener el paquete celular de cada una de las
cepas BAL se afiadieron 10 mL de agua estéril, y se homogeneizo la solucion con
ayuda de un Vortex-2 mixer (Genie®), para posteriormente pasar la solucion por el

secador.

5.11.2 Eficiencia de encapsulacion de L. paracasei T40y E. lactis cepasT33,
T38y T39

El recuento bacteriano después del proceso de encapsulamiento se realiz6 por el
método de vaciado en placa. Para ello, se realiz6 una solucién con el mismo
contenido de solidos totales que la solucidon preparada antes de ser pasada por el

secador donde se liberaron las células. Se tom6 1 mL de la solucion y se coloco en
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9 mL de solucion diluyente de peptona; se realizaron ocho diluciones y 1 mL de las
diluciones 106, 10"y 10°® se coloco en cajas petri para luego agregarles agar MRS
y homogenizarlas. Las cajas fueron incubadas (Heratherm incubator, 1GS180,
Germany) a 37 °C durante 48 h, posteriormente se realizé el recuento de colonias y

se reporté como UFC/g encapsulado.

La eficiencia de encapsulacion de las bacterias encapsuladas (% EE) es una medida
combinada de la eficacia de atrapamiento y supervivencia de células viables durante
el procedimiento de la microencapsulacion, fue calculada de acuerdo con la

ecuacion 4.

N
% EE = (—) x 100
% N,
Ecuacion (4)

Donde la eficiencia de encapsulacion (%EE), se encuentra expresada en
porcentaje; N es el numero logaritmico de células por mililitro después del secado;
y No es el numero logaritmico de células por mililitro antes del secado(Rajam et al.,
2012).

5.11.3 Morfologia de las microcapsulas

La morfologia de las capsulas se observé en un microscopio electrénico de barrido
(MEB). Las muestras secas se colocaron en un porta muestras cubierto con cinta
electroconductora de carbono de doble cara y luego se recubrieron durante 3 min
con una capa de oro (0,5-1 nm de espesor). Las condiciones en que se observaron
fueron 15 Ay 20 kV (Hernandez-Lopez et al., 2018).

5.11.4 Contenido de humedad.

El contenido de humedad de las microcépsulas fue determinado acorde al método
44-15.02 (AACC, 2000), donde 2 g de muestra fueron colocados en charolas de
aluminio y se secaron en una estufa a 105 °C, durante 24 h. El contenido de
humedad fue calculado por diferencia de peso antes y después de secar la muestra,

de acuerdo a la ecuacioén 5:
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peso inicial — peso final
peso inicial

% de humedad = ( ) x 100

Ecuacion (5)

5.11.5 Actividad de agua.

Para determinar la actividad de agua de las microcapsulas, se emple6 un equipo
Aqua Lab LITE (Washington, EE. UU.). Las muestras fueron colocadas en
contenedores propios del equipo y la medicion se realizé a temperatura ambiente
(=25 °C).

5.11.6 Resistencia de BAL encapsuladas a pH similar al estomago
Se evalud la tolerancia de las cepas de L. paracasei T40 y E. lactis cepas T33, T38

y T39 y sus respectivas mezclas a pH similar al del tracto gastrointestinal.

Las microcpsulas recién preparadas o bien las células libres (9 log UFC/mL) fueron
colocadas por separado en tubos de ensayo que contenian 10 mL de medio
apropiado ajustado a pH 2 y 3, para posteriormente incubarlos (Heratherm
incubator, 1GS180, Germany) a 37 °C durante 1, 2 y 3 h. El recuento de células
viables se realiz6 con agar MRS con un pH de 6.5 con rifampicina al 1 %
(Hernandez-Lépez et al., 2018; Sathyabama et al., 2014). Las bacterias libres

sirvieron como control. Los resultados se expresaron de acuerdo a la ecuacion 6.

UFCpH203
UFC pH 6.5 control

% ResistenciaapH 203 = ( ) X 100

Ecuacién (6)

Donde el porcentaje de resistencia de BAL microencapsuladas a pH 2 o 3 se
expresé como: UFC pH 2 o 3 son las Unidades Formadoras de Colonias obtenidas
después de la exposicion de las microcapsulas de BAL a esos valores de pH y UFC
control son las Unidades Formadoras de Colonias obtenidas del crecimiento en el

medio de cultivo ajustado a pH 6.5.

5.11.7 Resistencia a sales biliares
Para este test, 1 g de microcapsulas o 1 mL de suspension de células libres fueron

transferidos en tubos de ensayo que contenian 10 mL de medio apropiado con 0.3

55




g/100 mL de sal biliar y se incubaron a 37 °C. El conteo de células viables se llevo
a cabo alas 0, 1.5 y 3 h. El porcentaje de supervivencia con respecto al control se
calcul6 con la ecuacion 7 (Modificacion Hernandez-Lopez et al. 2018; Lee and Heo,
2000; Sathyabama et al. 2014).

UFC sales biliares

% Resistencia a sales biliares = ( UFC control ) X100

Ecuacion (7)

Donde el porcentaje de resistencia de BAL microencapsuladas sales biliares se
expres6 como: UFC sales biliares son las Unidades Formadoras de Colonias
obtenidas después de la exposicion de las microcapsulas de BAL en medio de
cultivo (caldo MRS) con 0.3% de sales biliares y UFC control son las Unidades

Formadoras de Colonias obtenidas del crecimiento en caldo MRS.

5.11.8 Viabilidad de BAL microencapsuladas con y sin prebiéticos en
condiciones controladas de temperatura 'y humedad

La viabilidad durante el almacenamiento se evalu6 segun el método propuesto por
Cortés et al. (2014) con algunas modificaciones. Las células microencapsuladas se
evaluaron en dos actividades de agua (aw) para cada temperatura (7 °C y 30 °C):
0.32 (MgCl2) y 0.75 (NaCl). Para ello, 1 g de microcapsulas que contenian T33, T38,
T39 y T40 con y sin prebioticos fueron colocadas en charolas y almacenadas en
desecadores que contenian las soluciones saturadas mencionadas anteriormente.
La viabilidad de las células se determiné semanalmente por cuatro semanas de

almacenamiento a ambas temperaturas.
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5.12 Evaluacion in vivo el efecto inhibitorio de E. lactis cepas T33, T38 y T39

en mezcla, con y sin prebidticos encapsuladas contra C. jejuni.

5.12.1 Declaracion de ética.

El cuidado, la utilizacion y la alimentacion de los animales se realizaron de
conformidad con las directrices del Comité de Bioética del Bioterio de la Universidad
Autonoma del Estado de Hidalgo (UAEH).

5.12.2 Animales

Se emplearon ratones machos BALB/c de seis a ocho semanas de edad con un
peso de 22.0 £+ 2.0 g obtenidos en el bioterio de la UAEH. Los animales se
mantuvieron en jaulas (8 animales / jaula) con temperatura controlada (22° C % 2)
con un ciclo de 12 h de luz/obscuridad con dieta estandar y agua a libertad. Los

ratones permanecieron una semana en proceso de adaptacion.

5.12.3 Grupos experimentales

Los tratamientos de las cepas BAL microencapsuladas con o sin prebi6tico que
serian administrados a ratones, se definieron de acuerdo a los resultados de efecto
inhibitorio contra C. jejuni, las propiedades de adherencia, su resistencia a
condiciones adversas similares a las de tracto gastrointestinal in vitro. De tal forma

que, la distribucion de los grupos experimentales se llevé a cabo tal cual se descrite

en la Tabla 4.
Tabla 4. Tratamientos experimentales
Dias de . Ll d.(? .
administracion [MifEEem Rkl
Tratamiento Dieta Complemento con C. jejuni finalizacién de
del 3 :
(208 UFC/mL) experimento
complemento P ;
Unica dosis.
. Dieta
Negativo estandar
Positivo Dieta 21
estandar
. . . 4 horas después
Antibietico D™ OX'(tE‘e‘r;a‘j'r‘é')'”a de la infeccion 21 -
9 por 7 dias
Dieta Microcapsulas de
0,
T38+0.6%INU estandar  T38 + 0.6% inulina 21 21
Dieta Microcapsulas

39 estandar T39 21 21
T33+0.6%INU Dieta Microcapsulas 21 21

estdndar  T33 + 0.6% inulina
*Después del dia 21 ya no se administré ningin complemento con BAL, solo el antibidtico.

58




5.12.4 Protocolo de estudio in vivo

Los ratones se dividieron en seis tratamientos anteriormente descritos (Tabla 4). El
tratamiento que se llevé a cabo fue con régimen profilactico en cual consistié en
administrar por 21 dias consecutivos los diferentes tratamientos encapsulados de
BAL (102 UFC/g) via oral con ayuda de una canula intragastrica calibre 20. La
administracion se llevé a cabo por las mafanas, en condiciones de esterilidad en el
laboratorio 1V del bioterio de la UAEH. Los ratones fueron pesados diariamente. En
el dia 21 los ratones de los tratamientos 2 al 6 segun la Tabla 4 fueron infectados
con una dosis Unica de C. jejuni (108 UFC/mL). Esto se llevdé a cabo mediante la
administracion de 100 pL del microorganismo con la ayuda de una sonda
intragéstrica. Posterior a la infeccion los ratones se mantuvieron sin administracion
de BAL o patégeno hasta el dia 28, dia en que finalizé el experimento. Antes del
sacrificio se extrajo aproximadamente 1 mL de sangre del seno retroviral de cada
uno de los animales para analisis posteriores. Los animales fueron sacrificados
mediante dislocacion cervical. Fueron extraidos diversos 6rganos como intestinos,
estdbmago, recto, bazo e higado. Los intestinos, el estémago y el recto fueron
lavados con buffer fosfato salino (BFS) a pH 7.3 Estéril (121 °C, 15 psi, 15 minutos).
Los drganos fueron diseccionados para la realizacion de los analisis histologicos y
microbiologicos. El resto de los 6rganos se procesaron ese mismo dia para los

analisis microbiolégicos.

5.12.5 Analisis inmunoldégicos

Las muestras de sangre fueron centrifugadas a 1000 x g durante 15 mina 4 °Cy el
plasma aislado se almaceno a -80 °C. Los niveles de IL-6 en ratones se midieron
usando el kit ELISA de interleucina 6 de raton (R&D System, Minneapolis, EE.UU.)
de acuerdo a las instrucciones del fabricante.

5.12.6 Analisis microbiolégico

Los intestinos y el estbmago de los ratones se extrajeron en condiciones de
esterilidad, cada uno fue colocado en una caja Petri estéril, posteriormente estos
fueron lavados tres veces con Buffer Fosfato Salino (BFS) para eliminar el contenido
intestinal y una vez que los 6rganos estuvieron libre de dicho contenido, se procedio

homogeneizar adecuadamente los intestinos, para posteriormente realizar
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diluciones decimales de cada una de las muestras transfiriendo 1 mL de la muestras
a un tubo de ensayo que contenia 9 mL de diluyente de peptona hasta llegar a la
dilucién 10°. De cada una de las diluciones se tomé 1 mL el cual se colocé en una
caja Petri a las cuales se les vertié agar MRS con rifampicina o bien agar BHI con
SFB al 5% con rifampicina para determinar BAL o C. jejuni. A las cepas objeto de
estudio se les indujo resistencia a rifampicina previamente (Jiménez-Villeda, 2016).
Las cajas petri fueron incubadas por 48 h a 37 °C, una vez concluida la incubacion

se procedi6 a realizar el conteo.
5.13 Andlisis estadistico

Todos los estudios se realizaron por triplicado. Los datos se analizaron
estadisticamente utilizando el software Statistica v 7.0, StatSotf, 2009). Se utilizo el
analisis de varianza a una via (ANOVA), aplicando una prueba Tukey (p<0.05). Los
resultados se expresaron como la media + desviacion estandar en tablas o en

graficas.
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6. RESULTADOS

Los resultados obtenidos en la presente investigacion se muestran en dos etapas.
En la primera se presentan y discuten los resultados obtenidos de la identificaciéon
molecular de las cepas de BAL T33, T38 y T39, asi como de las pruebas realizadas
in vitro entre las que destacan: Actividad antimicrobiana de las cepas de BAL contra
C. jejuni y H. pylori, efecto antimicrobiano de mezclas de BAL en medios con
prebidticos, deteccidn de la presencia de bacteriocinas, perdoxido de hidréogeno y
acidos organicos en los cultivos de las BAL, crecimiento bacteriano de las BAL en
medio con y sin prebidtico, propiedades de adherencia de las bacterias probioticas,
entre otras. En la segunda etapa se presentan los resultados obtenidos de las
pruebas in vivo como los obtenidos de la adherencia de BAL en intestinos de raton
BALB/c, adherencia de C. jejuni en intestinos de raton BALB/c, translocacion de C.

jejuni en bazo e higado de ratén BALB/c.

6.1 Identificacién molecular de las cepas de BAL T33, T38y T39

El ADN obtenido a partir de las cepas de BAL fue de 130, 180 y 180 ng/uL para la
cepa T33, T38 y T39 respectivamente. A partir de estas concentraciones se
amplificé el gen 16s ARNr ribosomal, dando resultado positivo. El producto de la
PCR fue secuenciado y editado, obteniendo una secuencia consenso del fragmento
16S ribosomal con un total 1471 nucleétidos para la cepa T33. Para la cepa T38 se
amplificaron 1472 nucleétidos, después de su edicién y consenso. Por ultimo, para
la cepa T39 se amplificaron 1477 nucleétidos. Todas las secuencias fueron
idénticas, se tomoO la secuencia con mas nucleétidos (T39) para realizar su
busqueda BLAST del Centro Nacional de Informacion Biotecnologica (NCBI), y la
secuencia mas similar fue con el género Enterococcus especie lactis cepa E843 con
un numero de acceso CP082267.1 con una cobertura de la secuencia del 100% y
una identidad del 100%. Se realiz6 un dendrograma (Figura 6) con las diferentes
secuencias de las cepas aisladas (T33, T38 y T39) para observar su relacion con el
género Enterococcus especie lactis. El andlisis de las secuencias de gen 16S
ribosomal permitié establecer la relacion entre las cepas de estudio, ademas de

conocer la seguridad de estas bacterias lacticas para ser empleadas como
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probiéticos. Actualmente, E. lactis no se utiliza en algan producto alimenticio

comercial, sin embargo en diferentes estudios se han reportado sus propiedades
probiéticas (Ben Braiek et al., 2018b; Nami et al., 2015; Sharma et al., 2021; Uymaz

Tezel, 2019).
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Figura 6. Dendograma de similitud de la secuencia consenso del fragmento 16S ribosomal
de las cepas T33, T38 y T39 con un total de 1448 posiciones de nucleotidos por medio del
algoritmo de Neighbor-Joining (3-Tamura) y valores de Bootstrap con 1000 repeticiones
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6.2 Crecimiento bacteriano de las BAL en medio con y sin prebidtico

En la Figura 7 y 8 se muestra el crecimiento de las 4 cepas de BAL en medio MRS
con o sin inulina o FOS. En general, no se observé un mayor crecimiento de las
cepas de BAL cuando el medio contenia FOS en las concentraciones ensayadas
(Figura 7). Sin embargo, para el caso de la inulina, se observé el mayor crecimiento
(p<0.05) respecto al control con la cepa T40 y una concentracion de inulina del 0.6%
y con la cepa T33 y 0.8% de inulina (Figura 8). Kareem et al. (2014) determinaron
el crecimiento de diferentes cepas de L. plantarum con diversas concentraciones de
inulina (0, 0.2, 0.4, 0.6, 0.8 y 1.0%), la cepa L. plantarum RS5 mostro tener el mayor
crecimiento en presencia de inulina al 0.8%. Por otro lado, recientemente Renye et
al. (2021) demostraron que las cepas L. acidophilus 1426 y L. reuteri 1428 fueron
capaces de metabolizar la inulina y FOS en medio MRS sin glucosa y con el 1% de
alguno de los 2 prebidticos. Diversos estudios han demostrado que Lactobacillus
spp incrementa su desarrollo en presencia de inulina o FOS (Boger et al., 2018;
Kaplan & Hutkins, 2000; Liong & Shah, 2005).
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Figura 7. Unidades Formadoras de Colonias por mililitro de las cepas BAL T33, T38, T39y
T40 después de crecer a 37 °C durante 48 h en caldo MRS con diferentes concentraciones
de fructooligosacaridos (FOS).

Lainulinay los FOS son fibra dietética no digeribles por enzimas del humano y otros
animales, pero si son digeribles por algunas bacterias como las BAL, por lo que

presentan actividad prebiética (Gibson et al., 2017; Renye et al., 2021). Se ha
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determinado que la ruta empleada por las especies de L. paracasei para degradar
los FOS involucra a la enzima GH32 B-fructofuranosidasas que se encuentra
anclada a la superficie de la pared celular, la cual realiza la hidrdlisis extracelular de
FOS (Goh et al., 2006). Los productos hidroliticos (fructosa, sacarosa y glucosa)
son captados por uno o mas transportadores que los llevan al interior de la célula
bacteriana (Goh & Klaenhammer, 2015). Este modo de utilizacion de los FOS le da
a los lactobacilos una ventaja competitiva en el tracto intestinal porque el sustrato
se transporta a la célula antes de la hidrdlisis, lo que reduce la posibilidad de que
los carbohidratos individuales se conviertan en fuente de carbono fermentable para

las cepas competidoras en el ambiente intestinal (Petrova & Petrov, 2017). .
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Figura 8. Unidades Formadoras de Colonias por mililitro de las cepas BAL T33, T38, T39y
T40 después de crecer a 37 °C durante 48 h en caldo MRS con diferentes concentraciones
de inulina.

En nuestro estudio las cuatro cepas de BAL T33, T38, T39 y T40 fueron capaces de
crecer en presencia de los prebidticos (Figura 7 y 8), sin embargo, no existio
diferencia significativa (p<0.05) respecto al crecimiento de las 4 cepas de BAL en el

caldo MRS sin inulina o FOS con respecto al crecimiento en el mismo caldo de
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cultivo que contenia a los prebidticos. No obstante, es importante sefialar que, en
un estudio posterior, las cuatro cepas de BAL fueron cultivadas en caldo MRS que
se elabordé con los todos los ingredientes excepto el azucar de la formulacion
original, en su lugar se incorporo la inulina o los FOS; en este caldo de cultivo las 4
cepas de BAL crecieron alcanzando niveles cercanos a los alcanzados en el caldo
MRS comercial sin prebidticos (datos no mostrados). Esto sugiere que las 4 cepas
de BAL son capaces de metabolizar la inulina o los FOS a 37 °C lo que podria ser
una ventaja de su desarrollo dentro del colon y, posiblemente incrementar su
beneficio para la salud del huésped (Renye et al., 2021). En contraste, no se
observaron diferencias significativas en el crecimiento de las bacterias acido lacticas
(BAL) cuando se cultivaron en caldo MRS solo, en comparacion con caldo MRS
enriquecido con inulina o fructooligosacaridos (FOS). Esto se debe a que el caldo
comercial utilizado ya contenia un 20 % de glucosa, y la adicion de prebidticos
gener6 un exceso de fuente de energia, lo que impidi6 la evidencia del

aprovechamiento de los prebidticos

6.3 Resistenciade C. jejuniy H. pylori a antibiéticos de uso comun

Se evaluo la resistencia de C. jejuni y H. pylori a diecisiete antibidticos de uso
comun, entre los antimicrobianos analizados incluyeron inhibidores de la sintesis de
pared celular (ampicilina), inhibidores de la sintesis de proteinas (tetraciclina,
eritromicina, estreptomicina, cloranfenicol, kanamicina) e inhibidores de la sintesis
de &cidos nucleicos (acido nalidixico). Los resultados de las pruebas de

sensibilidad/resistencia se expresan en la Tabla 5.

El manual Performnce Standards for Antimicrobial Susceptibility Testing (2011)
clasifica la resistencia microbiana en tres niveles: Sensible (S), Sensibilidad
Intermedia (Sl) y Resistente (R). De esta forma es que se obtiene el nivel de

resistencia que presenta el microorganismo evaluado.

Por otro lado, la OMS (2021) ha establecido que H. pylori, Staphylococcus aureus,
Streptococcus pneumoniae, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae vy
Campylobacter spp son algunos de los microorganismos que en los ultimos afios

han mostrado los niveles mas altos de resistencia a diversas generaciones de
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antibioticos poniendo en riesgo la salud humana. En este mismo sentido la OMS ha
establecido niveles de prioridad para que estos patdogenos sean considerados clave
en proyectos de investigacién, desarrollo e innovacion de nuevos antibiéticos (OMS,
2021). H. pylori y Campylobacter spp, son considerados en el nivel de Prioridad 2:
Elevada. En este nivel se encuentran aquellos microrganismos cuya
farmacorresistencia va incrementando con el paso del tiempo y que ademas estan
relacionados con muchos casos de enfermedades. Por ejemplo, H. pylori esta

asociado con casos de ulcera géstrica, gastritis crénica, linfoma tipo MALT y cancer

Tabla 5. Resistencia a antibioticos presentada por H. pyloriy C. jejuni

L Cepas
Antibiotico

H. pylori C. jejuni

Acido nalidixico R R

Amikacina
Ampicilina
Amoxicilina
Ceftriaxona
Ciprofloxacina
Cloranfenicol
Colistina
Eritromicina
Estreptomicina
Gentamicina
Kanamicina
Neomicina
Penicilina
Rifampicina

Tetraciclina

J T ¥ X X X XV XNV XV XV XV UV XUV OV XU D
J T ¥ X X X UV XNV XNV XUV UV UV U OV U XD

Trimetoprima

Porcentaje de
_ _ 100% 100%
resistencia

R: Resistente, Sl: Sensibilidad intermedia, S: Sensible
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gastrico. Por otro lado, Campylobacter spp esta asociado con diarrea del viajero e
infecciones gastrointestinales invasivas. Ademas de la resistencia creciente a los
antibiéticos, su diagndstico es complejo, pues necesita requerimientos especificos
para cultivo (OMS, 2021).

Actualmente, el tratamiento farmacologico para contrarrestar infecciones causadas
por H. pylori, constan de mas de tres farmacos entre los que destacan inhibidores
de la bomba de protones. Sin embargo, existe evidencia cientifica que demuestra
gue estas terapias no garantizan la erradicacion de este microorganismo
alcanzando Unicamente porcentajes de erradicacion entre 55y 77% (Kutluk et al.,
2014). Por otro lado, C. jejuni en los ultimos afios ha reportado un incremento en la
resistencia a antibiéticos como eritromicina, ciprofloxacina, gentamicina por
mencionar algunos debido a las mutaciones espontaneas y transferencia horizontal
de genes (Elhadidy et al., 2020; Hlashwayo et al., 2020; Kumar et al., 2016;
Wieczorek and Osek, 2013).

Nishizawa and Suzuki, (2014) reportaron los mecanismos de resistencia de H. pylori
a farmacos como macrdélidos, nitroimidazol, B-lactAmicos, claritromicina y
tetraciclina llevandose a cabo mediante mutaciones en la region peptidiltransferasa
codificada en el ARNr 23S, ademas de diversas mutaciones relacionadas con el gen
rdxA, varias mutaciones en el gen pbp que codifica la proteina de unién a penicilina,
y a la generacion de [-lactamasa y alteraciones en el gen 16S rRNA,

respectivamente.

Por otro lado, Coticchia et al. (2006) cuantificaron la densidad de biopelicula
producida por H. pylori en la superficie de la mucosa gastrica humana en pacientes
con ureasa positiva y negativa hallando que los pacientes que dieron positivo en la
prueba de ureasa para H. pylori, el porcentaje promedio de superficie total cubierta
por biopeliculas fue del 97.3% mientras que los pacientes que dieron negativo
tuvieron una cobertura de superficie promedio de sélo el 1.64%. Estos resultados
sugieren la prevalencia de biopeliculas de H. pylori en la mucosa gastrica humana.

Mas tarde Yonezawa et al. (2019) realizaron demostraron que las cepas clinicas de
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H. pylori TK1402 y TK1049 podrian aumentar la tolerancia a la claritromicina,

amoxicilina y metronidazol después de la formacion de biopeliculas.

Dado que C. jejuni puede experimentar transformacion de manera natural, es
probable que se adquieran genes adicionales que confieren resistencia a los
antibiéticos. Las fluoroquinolonas (FQ) incluyen los antibiéticos mas utilizados (es
decir, ciprofloxacina) para tratar la diarrea bacteriana aguda, aunque los macrolidos
son el farmaco de eleccién si se sospecha fuertemente de campilobacteriosis
(Guerrant et al., 2001).

En Campylobacter, se han identificado dos mecanismos ampliamente reconocidos
gue explican la resistencia a las FQ: (1) la desactivacion del sitio de accion de las
FQ vy (2) la expulsion de las FQ. Estos dos mecanismos colaboran de manera
sinérgica (Yan et al.,, 2006). En términos generales, los dos sitios enzimaticos
intracelulares de las FQ son la ADN girasa, cuyos componentes son codificados por
los genes gyrA y gyrB, y la topoisomerasa IV, que guarda similitud estructural y
cuyos componentes son codificados por los genes parC y parE (Wieczorek & Osek,
2013).

Derivado a los resultados hallados en la presente investigacién en donde se reporta
un 100% de resistencia en H. pylori y C. jejuni cuando fueron expuestos a 17
antibioticos diferentes, ademas de los reportes de otras investigaciones
demostrando esta misma resistencia y aunado a esto las recomendaciones emitidas
por la OMS se evidencia la importancia que merece la busqueda de nuevos agentes

antibacterianos.

Por esta razon, el enfoque de la presente investigacion se centré en evaluar el
efecto antimicrobiano de diversas cepas de bacterias &acido lacticas (BAL)
enriguecidas con inulina y fructooligosacéaridos (FOS) encapsulados. El propoésito
de esto es buscar otras alternativas para el tratamiento de infecciones provocadas

por los patégenos anteriormente mencionados
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6.4 Actividad antimicrobiana de las cepas de BAL con prebidtico contra C.
jejuni

Solo tres de las cuatro cepas de BAL presentaron efecto sinérgico contra C. jejuni
cuando fueron cultivadas en MRS sin prebidtico como en medio suplementado con
alguno de los dos prebidtico ensayados con diametros de las zonas de inhibicion de
entre 8 a 13.5 mm (Tablas 6 y 7). La cepa T39 mostro el mayor efecto antagonico y
la T40 no mostr6 efecto (Tablas 6 y 7). En general, los prebidticos a las
concentraciones evaluadas no incrementaron el efecto sinérgico de las BAL contra
C. jejuni (Tablas 6 y 7). Solo en algunos casos se observé un incremento
significativo en el efecto antimicrobiano de las cepas de BAL contra C. jejuni

atribuido a alguno de los dos prebioticos de estudio (Tablas 6y 7).

Es importante sefalar que recientemente se evaluo la actividad antimicrobiana de
las mismas cepas de la presente investigacion (T33, T38, T39 y T40) contra E. coli
0157:H7, L. monocytogenes, S. aureus y S. Typhimurium hallando zonas de
inhibicion de entre 9 a 19 mm. Contra esos patodgenos, la cepa T40 fue la que
presentd el mayor efecto inhibitorio (Falfan-Cortés et al. 2022). Sin embargo, en el
presente estudio, esta cepa no tuvo efecto contra C. jejuni. Estos resultados en el
efecto inhibitorio sugieren que la cepa T40 podria producir alguna bacteriocina que
tiene efecto contra E. coli O157:H7, S. Typhimurium, S. aureus y L. monocytogenes
pero que no afecta a C. jejuni. Es sabido que las bacteriocinas inhiben solo especies
estrechamente relacionadas o a algunos microorganismos grampositivos (Helander,
et al., 1997).
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Tabla 6. Efecto inhibitorio (mm) in vitro de cepas BAL T33, T38 y T39 y T40 cultivados en
caldo MRS con y sin inulina contra C. jejuni.

Inulina Cepas BAL
T33 T38 T39 T40
0% 18.2+1.02 9.7+0.72 13+0.0¢ N/E
0.6 % 10.8 +1.3° 98+1.0% 9.7+0.3% N/E
0.8 % 10.0+0.0® 9.8+0.32 12.2+£0.3°¢ N/E
1.0% 10.3+0.3° 9.7+0.6%2 9.1+£0.12 N/E
1.2% 10.7 +0.6° 10.3+0.3% 10.3+0.6° N/E

'Promedio de tres repeticiones del diametro de inhibicion (mm) + desviacion estandar.
a.b.¢ valores con letras mintsculas diferentes en la misma columna expresan diferencia
estadisticamente significativa (p< 0.05), prueba de Tukey. N/E: Efecto inhibitorio no observado.
T33, T38 y T39= E. lactis cepas T33, T38 y T39, respectivamente, T40= L. paracasei cepa T40.

Fooks and Gibson (2002) determinaron el efecto inhibitorio de L. plantarum y L.

pentosus frente a C. jejuni empleando como unica fuente de carbono FOS

observando zonas de inhibicion de entre 5 mm y 8 mm, respectivamente. En el

presente estudio las zonas de inhibicion contra C. jejuni obtenidas fueron superiores

a los reportados por esos investigadores utilizando FOS como Unica fuente de

carbono. Se ha reportado que los principales productos metabdlicos finales de las

fermentaciones de Lactobacillus y Enterococcus que disminuyen el pH del medio es

principalmente el acido lactico. (Géanzle, 2015).

Tabla 7. Efecto inhibitorio (mm) in vitro de cepas BAL T33, T38 y T39 y T40 cultivados en

caldo MRS con y sin fructooligosacaridos contra C. jejuni.

Cepas BAL
FOS T33 T38 T39 T40
0% 18.9+0.22 104 +05% 10.9+0.3° N/E
0.6 % 10.7 +£0.2° 10.9 £0.2° 9.9+0.32 6.9+04
0.8 % 11.3+£0.3°¢ 10.6 +0.4%® 10.1+£0.32 N/E
1.0% 11.6+£0.7°¢ 10.7+0.8% 10.8+0.2° N/E
1.2% 11.2+0.4°% 10.0+0.7% 10.8+0.3° N/E

'Promedio de tres repeticiones del didmetro de inhibicién (mm) + desviacion estandar.
a.b.¢ Valores con letras mintsculas diferentes en la misma columna expresan diferencia
estadisticamente significativa (p< 0.05), prueba de Tukey. N/E: Efecto inhibitorio no observado.
T33, T38 y T39=E. lactis cepas T33, T38 y T39, respectivamente, T40= L. paracasei cepa T40.
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Hasta ahora, se han identificado tres vias metabdlicas de FOS en los lactobacilos:
Los operones mma (metabolismo de multiples azucares), fos y ptsBCA. (Altermann
et al., 2003; C. Chen et al., 2015; Goh et al., 2006; Yong et al., 2007). Se hallé que
los L. paracasei y L. casei, presentan una forma distinta a L. acidophilus y L.
plantarum para llevar a cabo la hidrdlisis de FOS. L. paracasei y L. casei realizan la
hidrolisis de FOS fuera de la célula y los productos hidroliticos correspondientes se
transportan al interior de la célula (Figura 9)(Cui & Qu, 2021). Los experimentos
transcripcionales y funcionales han demostrado que un operon fosRABCDXE
desempefa un papel importante en el metabolismo de FOS por parte de L.
paracasei cepa 1195, que contiene fructosa/glucosa PEP dependiente-PTS (PEP:
fosfoenolpiruvato; PTS: sistema fosfotransferasa) relacionados con genes
fosABCD, fosE gen precursor de p-fructosidasa, un gen fosR regulador
transcripcional y un gen fosX codificador de proteinas (Goh et al., 2006). FosE esta
a cargo de la hidrolisis extracelular de FOS, ubicandose en la membrana celular

mediante una unioén con la region C-terminal (Cui & Qu, 2021).

Lacticaseibacillus paracasei
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Figura 9. Metabolismo de FOS en L. paracasei. (Tomado y modificado de Cui & Qu, 2021)

Los FOS, la inulina, la sacarosa o la fructosa podrian inducir la actividad de la B-
fructosidasa, pero la glucosa no. Ademas, la expresion de genes inducidos por FOS

fue reprimida por la adicion de glucosa, lo que indica que el metabolismo de FOS
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esta sujeto a regulacion catabdlica (Goh et al., 2006). Algunos de los compuestos
generados después del metabolismo que podrian atribuir al efecto inhibitorio son
sobre todo &cido lactico, acido férmico, acido acético y acido propidnico (Luyao et
al., 2024).

En la actualidad no se ha descrito a detalle el metabolismo de Enterococcus lactis.
Sin embargo, se sabe que los Enterococcus llevan a cabo el metabolismo de los
carbohidrato mediante tres rutas: la glucolisis, también conocida como ruta de
Embden-Meyerhof-Parnas (EMP), Entner-Doudoroff y la pentosa fosfato (Ramsey
et al., 2014) .

Sabe que la degradacion del piruvato sigue varias vias que conducen a al menos
cinco productos finales de la fermentacion, dependiendo de las condiciones de
crecimiento: lactato, acetoina, formiato, etanol y acetato (Snoep et al., 1991). Se
sabe que el lactato es el producto final de la fermentacion predominante y es uno
de los iones mas abundantes secretados por los enterococos en condiciones
anaerobicas con exceso de glucosa. El lactato, con una p K » de 3,8, es anionico en
todos los valores de pH metabdlico y, por tanto, no puede atravesar libremente la

membrana celular (Ramsey et al., 2014).

En investigaciones recientes se ha evidenciado la presencia de diversos genes en
los E. lactis entre los que destacan AcAcm y SgrA que estan relacionados con la
adhesion bacteriana BopD es un regulador transcripcional de unién a azucar clpP,
cpsA y hasC estan asociados con el metabolismo bacteriano. El gen bsh codifica la
hidrolasa de sales biliares (Fu et al., 2022). Probablemente la produccién de los
diversos compuestos, aunado a la expresion de diversos genes hagan que presente

buenas propiedades probidticas, entre las que destaca el efecto inhibitorio.

6.5 Actividad antimicrobiana de las cepas BAL con prebiotico contra H.
pylori
Como se aprecia en las Tablas 8 y 9 las cuatro cepas de BAL (T33, T38, T39y T40)

con prebiotico (inulina o FOS) presentaron efecto sinérgico inhibitorio contra H.

pylori con diametros de las zonas de inhibicion de entre 6.9 a 20.7 mm. La cepa T39

73




con 1% de inulina mostré el menor efecto antagénico y la T38 con 0.6% de inulina
mostro el mayor efecto. En general, los prebidticos a las concentraciones ensayadas
lograron incrementar el efecto sinérgico de las BAL contra H. pylori (Tablas 8 y 9).
Las cepas T33 y T38 con inulina y FOS, respectivamente mostraron un incremento
significativo p (<0.05) en el efecto antimicrobiano contra H. pylori atribuido a los

prebioticos de estudio.

Tabla 8. Efecto inhibitorio (mm) in vitro de cepas BAL T33, T38 y T39 y T40 cultivadas en
caldo MRS con y sin inulina contra H. pylori

inuli Cepas BAL
nutina T33 T38 T39 T40

0 % 110.6 + 0.42 109 + 0.12 8.0 + 0.5 8.5 + 0.52
0.6 % 14.2 +1.1b 20.7 + 1.9 8.3 + 0.30c 8.2 +0.32
0.8 % 13.6 + 0.7° 19.9 + 1.0bc 8.8 + 0.3 8.0 +0.32
1.0 % 13.6 + 0.8b 18.9 + 0.8° 6.9 + 0.22 8.3 + 0.42
1.2 % 13.8 + 0.3b 11.3 + 0.5° 7.3+057 7.8+ 1.0

!Promedio de tres repeticiones del didmetro de inhibicion (mm) + desviacion estandar.
ab.¢.dyalores con letras mindsculas diferentes en la misma columna expresan diferencia
estadisticamente significativa (p< 0.05), prueba de Tukey. T33, T38 y T39= E. lactis cepas T33,
T38y T39, respectivamente, T40= L. paracasei cepa T40.

Estos resultados indican que la produccion de compuestos antimicrobianos por las
cepas T33, T38, T39 y T40 puede ser modulada por la fuente de carbono. En
algunas investigaciones se ha evidenciado que algunas cepas de BAL como
Enterococcus lactis producen diversos compuestos antibacterianos (acido lactico y
peroxido de hidrégeno) entre los que destacan las enterocinas, ya que presentan
termoestabilidad y son activas en un rango de pH de 4.0 a 9.0 (Ben Braiek et al.,
2017, 2018a, 2018b; Sharma et al., 2021).

Ademas, existen reportes que indican que algunas cepas de BAL como L.
plantibacillus y Levilactobacillus (S27, S42 y S61) cambiaron la produccion de
acidos organicos (acidos lactico, oxalico y malico) al cambiar los prebidticos FOS o
xilooligosacéridos (XOS). En presencia de XOS los acidos organicos eran mas

diversos y con mayor contenido, mientras que en presencia de FOS estaban
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altamente dominados por los acidos oxalico y lactico, respectivamente. Cuando las
cepas S27, S42 y S61 fueron adicionadas con FOS no presentaron efecto inhibitorio
contra L. monocytogenes ATCC 19117 y S. Typhimurium ATCC 14028. Sin
embargo, en presencia de XOS, los rangos de zonas de inhibicién obtenidos contra
las bacterias patdgenas fueron de 20.77 a 22.27 mm. (Abouloifa et al., 2020). Podria
ser que, las cepas BAL objeto del presente estudio también estén experimentando
un cambio de produccion de metabolitos al adicionar un prebiético diferente (inulina
o FOS) evidenciandose en los diferentes niveles de inhibicion contra H. pylori

obtenidos.

Tabla 9. Efecto inhibitorio (mm) in vitro de cepas BAL T33, T38 y T39 y T40 cultivadas en

caldo MRS con y sin fructooligosacaridos contra H. pylori

Cepas BAL

- 733 T38 T39 T40
0% 195+05°  116+04%  127+045  85%07°
0.6 % 10.8+0.3°  13.1+04>  125+05®  9.4+0.25
0.8 % 11.1+05°  128+020 1224042  98+0.3°
1.0 % 10.0+£0.1%  13.0+04°>  123+04%  9.0+0.0P
1.2% 105+04% 130401  12.0+0.0% 9.7 +0.4¢

Promedio de tres repeticiones del diametro de inhibicién (mm) * desviacion estandar.
a.b.¢.dyalores con letras minGsculas diferentes en la misma columna expresan diferencia
estadisticamente significativa (p< 0.05), prueba de Tukey. T33, T38 y T39= E. lactis cepas T33,
T38 y T39, respectivamente, T40= L. paracasei cepa T40, FOS=fructooligosacaridos.

Sun et al. (2018) determinaron que cuatro cepas de Lactobacillus sin la adicion de
prebidticos inhibieron el crecimiento de H. pylori. Por otro lado, Zheng et al. (2016)
evaluaron el efecto inhibitorio de la cepa L. pentosus LPS16 sin prebiotico contra H.
pylori ATCC43505 y J99 mostrando zonas de inhibicion de alrededor 15 mm. En
nuestro estudio las zonas de inhibicion contra H. pylori obtenidas por la cepa T38
fueron superiores a lo reportado por los investigadores cuando se suplemento el

medio de cultivo con inulina

El impacto antimicrobiano exhibido por las cepas T33 y T38 fue mas pronunciado

con inulina en comparacion con FOS. Esto podria atribuirse a que son fuentes de

75




carbono distintas, lo que podria ocasionar una modificacién en la produccion de
ciertos compuestos antimicrobianos. Estos cambios podrian tener un efecto mas

mayor o menor en la actividad antimicrobiana contra H. pylori.

6.6 Efecto antimicrobiano de mezclas de BAL en medios con prebiéticos

Diversos productos probiéticos comerciales estan elaborados a partir de mezclas
de distintas cepas entre las que destacan Lactobacillus, Bifidobacterium, y
Estreptococcus (Fenster et al. 2019), sin embargo, en la mayoria de los casos, estos
productos que contienen una mezcla de bacterias, no han sido evaluados.
Regularmente, se analiza el efecto inhibitorio de cada cepa de manera individual y
por separado, en lugar de considerar la mezcla en conjunto. A menudo se asume
gue la combinacion de todas las BAL o probidticos que han demostrado un efecto
inhibitorio o beneficioso de manera individual se mantendra e incluso se sumara en
la mezcla; sin embargo, esta suposiciéon posiblemente no sea asi. Se observé que
ninguna de las mezclas de las BAL present6 mayor efecto inhibitorio (p<0.5) contra
H. pylori o C. jejuni que el que mostré cada una de las cepas individuales (Tabla 10
y 11), ni tampoco se vio estimulado su crecimiento bacteriano en comparacion con

las BAL de manera individual (datos no mostrados).

Tabla 10. Halos de inhibicion (mm) de cepas de BAL T33, T38, T39 y T40 crecidas

individualmente y en mezclas en caldo MRS con y sin inulina contra H. pylori

Cepas BAL
Inulina
T33+T38 T33+T38+T39+T40 T33 T38 T39 T40
0 % 19.0+0.6° 75+0.82 75+052 8.7+05° 9.0+0.0° 7.0+0.62
0.6 % 9.3+0.5° 6.5 +0.42 9.3+0.3P 10.7+0.5°¢ 10.2+0.4° 6.8+0.32

Promedio de tres repeticiones del diametro de inhibicion (mm) + desviacién estandar.
a.b, Valores con letras minGsculas diferentes en la misma fila expresan diferencia estadisticamente
significativa (p< 0.05), prueba de Tukey. T33, T38 y T39= E. lactis cepas T33, T38y T39,
respectivamente, T40= L. paracasei cepa T40.

Es posible que al mezclar las BAL, una de ellas inhiba la actividad de la otra o de
las otras, de tal manera que el efecto inhibitorio de la mezcla sea el resultado de
una sola bacteria; o de la mezcla, pero con un efecto disminuido por la inhibicion

mutua entre las cepas de BAL. Otra posibilidad es que, al estar presentes mas de
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una cepa, la cantidad de fuente de carbono disponible sea insuficiente para el
desarrollo de todas las cepas, es decir, que la disponibilidad de la fuente de energia

sea limitada.

Tabla 11. Halos de inhibiciébn (mm) de cepas de BAL T33, T38, T39 y T40 crecidas

individualmente y en mezclas en caldo MRS con y sin inulina contra C. jejuni.

Cepas BAL
Inulina
T33+T38 T33+T38+T39+T40 T33 T38 T39 T40
0% N/E 6.3+£0.42 7.9+09° 10.2+£0.9°¢ 12.1+0.6¢ N/E
06% 1'6.2+0.42 N/E 106 £0.4°¢ 109x0.6° 9.2+0.3" N/E

Promedio de tres repeticiones del didmetro de inhibicion (mm) * desviacion estandar.
abyvalores con letras mindsculas diferentes en la misma fila expresan diferencia estadisticamente
significativa (p< 0.05), prueba de Tukey. N/E: Efecto inhibitorio no observado. T33, T38 y T39= E.
lactis cepas T33, T38y T39, respectivamente, T40= L. paracasei cepa T40

Myllyluoma et al. (2008) evaluaron el efecto de las mezclas de diferentes bacterias
tales como Lactobacillus rhamnosus GG, Lactobacillus rhamnosus Lc705,
Propionibacterium freudenreichii subsp. shermanii Js y Bifidobacterium breve Bb99
sobre la adhesion epitelial de H. pylori, observaron que con ninguna de las mezclas
se present6d el efecto antiinflamatorio en comparacion cuando las bacterias se
evaluaron de forma individual. Por otro lado, Fooks and Gibson, (2003) demostraron
gue C. jejuni se logroé inhibir solo mediante la mezcla de Lactobacillus plantarum
0407 y Bifidobacterium bifidum Bb12, junto con oligofructosa y xilooligosacaridos
Los resultados obtenidos en la presente investigacion sugieren que al mezclar BAL
0 probidticos no se siempre se genera un efecto sinérgico inhibitorio contra
microorganismos patdégenos. Sin embargo, seria interesante investigar si otros
efectos beneficiosos, como la estimulacion del sistema inmunolégico, la
competencia por el sitio de accidn, la coagregacion con el patégeno, entre otros,

podrian potenciarse al realizar la mezcla.
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6.7 Sinergismo entre BAL y antibiéticos contra C. jejuni y H. pylori

Se evaluo el efecto inhibitorio de BAL (T33, T38, T39 y T40) en combinacion con
antibioticos contra C. jejuni y H. pylori. Los resultados obtenidos se muestran en las
Tablas 12 y 13. De acuerdo a la Tabla 12, se puede apreciar que la cepa T33 no
mostrd diferencia significativa (p<0.05) entre la combinacion de esta cepa con
kanamicina y esta misma cepa de forma individual, siendo estos dos tratamientos
los que mejor inhibieron a C. jejuni. En el caso de la cepa T38 las combinaciones
gue mejor efecto inhibitorio presentaron fue la combinacion con gentamicina y

kanamicina, respetivamente.

La cepa T39 present6 el mismo comportamiento que la cepa T38, es decir, el mejor
efecto inhibitorio contra C. jejuni lo presento en combinacién de gentamicina y
kanamicina. Por ultimo, la cepa T40 y el antibiético de forma individual no mostraron

efecto inhibitorio alguno contra C. jejuni.

Tabla 12. Efecto inhibitorio de mezclas de BAL con antibidticos contra C. jejuni

Halo de inhibicion

Trelemente  ibietico,_133* oy a0 T40 +
Antibidtico Antibiotico Antibidtico Antibidtico
Control (BAL) 110.89 + 0.33% 9.33+0.13%  9.17+0.12° N/E
Acido nalidixico N/E 10.18 +0.22  8.80%0.13%  9.77 £0.30%® N/E
Amikacina N/E 9.89 +0.08 ¢ N/E 9.74 £ 0.39% N/E
Ceftriaxona N/E 9.60 + 0.10° 8.58 £0.172 9.45 + 0.042 N/E
Ciprofloxacina N/E N/E 8.84 £0.232 N/E N/E
Colistina N/E 10.40+£0.13%¢  9.12+0.42% N/E N/E
Estreptomicina N/E 10.25+0.12¢  9.12+0.322 N/E N/E
Gentamicina N/E 9.67 + 0.14%® 9.52 + 0.24° 10.51 + 0.55P N/E
Kanamicina N/E 10.95+0.23¢  9.36 £0.54* 10.52 +0.10° N/E
Neomicina N/E 10.32 + 0.22° 9.00 £0.26  9.96 +0.18% N/E

Promedio de tres repeticiones del diametro de inhibicion (mm) + desviacion estandar. & ¢.d.e
Valores con letras mindsculas diferentes en la misma columna expresan diferencia
estadisticamente significativa (p< 0.05), prueba de Tukey. N/E: Efecto inhibitorio no observado.
T33, T38 y T39= E. lactis cepas T33, T38 y T39, respectivamente, T40= L. paracasei cepa T40.
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Por otro lado, cuando la cepa T33 se combind con los diferentes antibidticos se
puede observar que no presentaron un incremento significativo (p<0.05) en la
inhibicion de H. pylori, respecto al control (Gnicamente la BAL) (Tabla 13). Por otro
lado, la cepa T38 con acido nalidixico fue la combinacion que present6 el mayor
efecto inhibitorio contra H. pylori de entre las diferentes combinaciones de T38 con
antibioticos. Sin embargo, esta combinacién no presentd diferencia significativa
(p<0.05) con el efecto inhibitorio obtenido por la cepa T38 de forma individual. Por
otra parte, la cepa T39 de forma individual mostré la mayor inhibiciéon contra el
patdgeno de prueba (Tabla 13) en comparacién con las diferentes combinaciones
con antibioticos. Por el contrario, la cepa T40 no evidencié en ninguna de las
combinaciones establecidas inhibicidn contra H. pylori. Esto mismo ocurrié cuando
se probo el efecto inhibitorio que podria tener el antibiotico de forma individual contra
dicho patégeno.

De esta forma se demostré que la adicion de los antibiéticos de prueba no present6
sinergismo con las diferentes cepas de BAL en la inhibicion de H. pylori, patégeno
objeto de estudio. Y también se reafirman los resultados obtenidos en una
investigacion previa (Jiménez-Villeda, 2016), en donde se demostro que las cepas

T33, T38 y T39 son resistentes a los antibidticos empleados en la presente prueba.

En comparacién con los resultados obtenidos en la Tabla 13 en donde se evidencio
gue la incorporacién de antibiéticos a las diferentes de cepas de BAL no incrementé
su efecto inhibitorio contra H. pylori. Para C. jejuni sucedi6 lo contrario ya que las
cepas de E. lactis T33, T38 y T39 en combinacion con algunos antibioticos

mostraron el mejor efecto inhibitorio.

Si bien la combinacion de BAL con antibiéticos no mostrd sinergismo alguno en la
inhibicion de H. pylori. Esta combinacién podria tener otros beneficios como los
reportados por Wu et al. (2019) quienes suplementaron la administraciéon de una
terapia triple de farmacos con Bacillus subtilis y E. faecalis en individuos infectados
con H. pylori y descubrieron que la suplementacién con probidticos con puede inhibir

la reduccion de la microbiota intestinal.
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Tabla 13.

Efecto inhibitorio de mezclas de BAL con antibiéticos contra H. pylori

Halo de inhibicion

Tratamiento )
Antibiético 33+ 38 + 39 + T40 +
Antibiotico Antibiotico Antibiotico Antibiotico
Control (BAL) 19.76 +0.092  11.75+0.00* 11.59 +0.25° N/E
Acido nalidixico N/E 10.82 +0.332  12.10 £0.00° 11.08 + 0.03% N/E
Amikacina N/E 10.49 + 0.252 N/E 11.56 + 0.45° N/E
Ceftriaxona N/E 9.59+0.208 11.00 +0.44%® 10.53 + 0.362 N/E
Ciprofloxacina N/E N/E 10.89 + 0.21® N/E N/E
Colistina N/E 10.12 +0.072 10.93 + 0.29% N/E N/E
Estreptomicina N/E 10.54 + 0.262 10.95+0.17%® N/E N/E
Gentamicina N/E 10.53+0.952 10.79+0.6®  11.51+0.29° N/E
Kanamicina N/E 10.64 +0.722 10.25+0.50* 10.98 + 0.25% N/E
Neomicina N/E 10.82 +0.482 11.37 £0.29"™ 11.14 +0.03® N/E

!Promedio de tres repeticiones del diametro de inhibicion (mm) * desviacion estandar.  * ¢ Valores
con letras mindsculas diferentes en la misma columna expresan diferencia estadisticamente
significativa (p< 0.05), prueba de Tukey. N/E: Efecto inhibitorio no observado. T33, T38 y T39=E.
lactis cepas T33, T38 y T39, respectivamente, T40= L. paracasei cepa T40.

Por otro lado, la combinacién de BAL con antibioticos mejoré el mejor efecto
inhibitorio contra C. jejuni. Es decir, T33, T38 y T39 mostraron tener el potencial de
actuar sinérgicamente con los antibioticos. Algunos ensayos in vitro han demostrado
gue la combinaciéon de tetraciclina y caldo de fermentacion de probiéticos tiene
mayores efectos antimicrobianos contra las cepas clinicamente resistentes de
Pseudomonas aeruginosa que la tetraciclina o el caldo de fermentacion de

probidticos por si solos (Sumithra & Mahalakshmi, 2022).

Yang and Yang (2018) llevaron a cabo un estudio antibacteriano contra Clostridium
difficile y los resultados mostraron que el sobrenadante de Bifidobacterium brevis

YH68 puede mejorar el efecto sinérgico de los antibioticos.

En consecuencia, una combinacion de probiéticos y antibidticos puede tener un
mayor efecto antibacteriano contra patégenos Gram negativos o Gram positivos
(Lau et al., 2016).
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6.8 Deteccidn de bacteriocinas, peroxido de hidrogeno y acidos orgénicos

presentes en cultivos de BAL

Respecto a la deteccidn de bacteriocinas, peréxido de hidrogeno y acidos organicos
de acuerdo a la Tabla 14, las cuatro cepas de BAL ensayadas produjeron al menos
un compuesto relacionado con la actividad antimicrobiana. Los ensayos sugieren
gue las cepas T38, T39 y T40 producen bacteriocinas, acido organico y peroxido de

hidrégeno y la cepa T33 solo peréxido de hidrogeno (Tabla 14).

La inhibicion de H. pylori y C. jejuni in vitro por las diferentes BAL se podria tribuir a
la produccién de estos compuestos con efecto antibacteriano. Mas especificamente,
los sobrenadantes de los cultivos de las cepas de BAL T38, T39 y T40 que fueron
tratados con tripsina (1 mg/mL) no presentaron ningun efecto inhibitorio frente a H.
pylori y C. jejuni comparado con el sobrenadante que no fue tratado con la enzima.

Mientras que el sobrenadante de T33 tratado presentd efecto inhibitorio.

Esto indica que el efecto inhibitorio de las cepas T38, T39 y T40 se debe a la posible
produccion de bacteriocinas o enterocinas. Ya que la tripsina en una enzima
proteolitica, tiene la capacidad de hidrolizar proteinas (Kaur & Singh, 2022). Al
exponer los sobrenadantes libres de células a esta enzima, se persigue determinar
la naturaleza proteica de las sustancias inhibidoras. La pérdida de las actividades
inhibitorias después del tratamiento con estas enzimas sugiere la naturaleza

proteica o peptidica de las bacteriocinas (Jawan et al., 2021). .

Ben Braiek et al.( 2018a) mostraron por primera vez que algunas cepas de
Enterococcus lactis son capaces de producir enterocinas, especialmente las
enterocinas A, B y P, que inhiben no solo patégenos Gram-positivos y Gram-

negativos, sino también hongos.

Por otro lado, los sobrenadantes de las mismas 4 cepas de BAL que fueron tratados
ahora con catalasa (0.5 mg/mL) tampoco presentaron efecto inhibitorio contra H.
pylori y C. jejuni, lo que indica que la inhibicion también pudiera atribuirse a la
produccion de peréxido de hidrégeno. Por otro lado, el sobrenadante ajustado a pH

6.5 no mostré ningun efecto inhibidor frente a H. pylori y C. jejuni para las cepas
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T38, T39 y T40, lo que sugiere que el efecto inhibitorio de estas 2 cepas sobre H.
pylori y C. jejuni, podria deberse también por la produccion de acidos organicos
(Tabla 14). No obstante, en el caso de T33 si se observo efecto inhibitorio del cultivo
a pH 6.5 (Tabla 14).

Tabla 14. Compuestos antimicrobianos producidos por cepas BAL T33, T38 y T39 contra
H. pyloriy C. jejuni.

Cepas patdogenas

Compuesto
SRS EAT antimicrobiano H. pylori C. jejuni
H202 + +
T33 Bacteriocina - -

Acidos orgéanicos - -

H202 + +

T38 Bacteriocina + +
Acidos organicos + +

H202 + +

T39 Bacteriocina + +
Acidos orgéanicos + +

H202 + +

T40 Bacteriocina + +
+ +

Acidos orgéanicos

Prabhurajeshwar and Chandrakanth, (2017) reportaron que tres cepas de
Lactobacillus T2, T4 y T16 inhibieron diferentes bacterias patégenas tales como
Staphylococcus aureus, E. coli, S. Typhi y Shigella. Probaron que el efecto
inhibitorio se podria atribuir a la produccion de bacteriocinas, acidos organicos y
peréxido de hidrogeno. Por otro lado, Touré et al. (2003) evaluaron la accion
inhibidora de Bifidobacterium sp., cepas RBL67, RBL68 y RBL70, observaron que
los sobrenadantes de cultivos de las cepas que fueron tratados con pronasa-E ,

proteinasa-K y tripsina a una concentracion final de 1 mg/mL no presentaron efecto
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inhibitorio contra Listeria monocytogenes LSD332, mientras que los sobre nadantes
de los cultivos no tratados con las enzimas si presentaron actividad antimicrobiana.
Los investigadores concluyeron que el efecto antagénico de las cepas de
Bifidobacterium sp, podria ser atribuido a la produccién de bacteriocinas

especificamente alguna bifidocina.

Neal-McKinney et al. (2012) reportaron que la capacidad inhibitoria de cepas de L.
acidophilus, L. crispatus, L. gallinarum y L. helveticus sobre C. jejuni, se debid
principalmente a la produccién de acido organicos, ya que cuando neutralizaron el
pH del sobre nadante de los cultivos, estos disminuyeron de manera notable la
actividad antimicrobiana sobre C. jejuni. Estos investigadores también determinaron
la posible produccion de bacteriocinas por las mismas cepas de BAL, no obstante,
observaron que los sobrenadantes de los cultivos de las cepas de BAL que fueron
tratados con tripsina o proteinasa K no redujo su efecto antimicrobiano contra C.
jejuni (Neal-McKinney et al., 2012). Es importante sefialar que el efecto
antimicrobiano de las diferentes cepas de BAL que se pueden encontrar en el medio
ambiente, animales o en los alimentos no solo se debe a la produccion de
bacteriocinas, acidos organicos y/o peroxido de hidrogeno, existen otros
compuestos quimicos como 4cidos grasos de cadena corta, reuterina, etc. que son

producidos por las BAL y que también tiene efecto ( Reis et al., 2012).

6.9 Propiedades de adherencia de las bacterias probioticas

La capacidad de las bacterias probioticas para adherirse a las células epiteliales y
su posterior colonizacién en el tracto gastrointestinal, es una propiedad que les
confiere ventaja en el intestino, por lo que es una propiedad deseable en las BAL
con potencial probiético o en las cepas probidticas. Algo semejante ocurre con las
bacterias patdgenas, no obstante, para ese caso no es una propiedad deseable. En
el presente estudios se determinaron 3 propiedades de adhesion in vitro de las 4

cepas de BAL y de patogenos H. pyloriy C. jejuni.
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6.9.1 Autoagregacion de las cepas de BAL y de patdégenos H. pyloriy C.
jejuni

La autoagregacion de las diferentes cepas de BAL se correlaciona con la adherencia
bacteriana a las células epiteliales (Collado et al., 2008; Kim et al., 2022). La
autoagregacion esta dada por la aglomeracion de bacterias de la misma cepa (Lee
etal., 2014). Esta capacidad es una condicién previa para la colonizacién y la mejora
de la persistencia de las cepas bacterianas en el tracto gastrointestinal (Kim et al.,
2022; Lee et al., 2014). Ademas, el equilibrio de la microbiota en el tracto

gastrointestinal aumenta con la autoagregacion (Tulumoglu et al., 2013).

En la Tabla 15 se muestran los resultados del ensayo de autoagregacion de las
cepas de BAL, H. pylori y C. jejuni ensayadas. Las tasas promedio de
autoagregacion de las cepas oscilaron entre 19 y 43 % a las 24 h de incubacion.
Los mayores valores en promedio se observaron con T33, seguido de T39 y T40

con 42.9, 40.4 y 36.3%, respectivamente.

La cepa T38 mostro la tasa de autoagregacion mas baja. H. pylori mostro una tasa
de autoagregacion del 22%. Mientras que C. jejuni mostr6 una tasa de
autoagregacion del 30%. Ben Braiek et al. (2018) hallaron tasas de 31% de
autoagregacion para cepas de Enterococcus lactis aisladas de camarones crudos.
Por otro lado, Ahmadova et al. (2013) registraron un valor de autoagregacion de E.
faecium AQ71 de 55%.

Por otra parte, Li et al. (2015) reportaron valores de autoagregacion para E. faecalis
J2 y E. faecalis 5-5 de 16.46 y 22.80%, respectivamente. En otro estudio, Kim et al.
(2022) reportaron un valor de autoagregacion para L. casei cepa FBL6 del 30%. En
general, los valores de autoagregacion de cepas de BAL que se han reportado por
diferentes investigadores son similares a los valores obtenidos en la presente

investigacion.
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Tabla 15. Porcentaje de autoagregacion de BAL cepas T33, T38, T39, T40, H. pyloriy C.

jejuni
Cepas Autoagregacion (%)
bacterianas 2h 4 h 18 h 24 h

T33 126+0.32 58+009° 169+05¢ 429+19¢
T38 23+144 46+11°2 156 +1.7° 19.1+1.7°
T39 20+x06°2 25+0.2¢2 30.9+0.1° 40.4+16°¢
T40 8.0+0.7° 34+13%2 29.6+1.2°¢ 36.3+2.0¢

H. pylori 2.7+0.42 6.4 +0.7° 18.5+1.3° 22.0+1.2¢

C. jejuni 44+1.12 13.2+0.74 16.5+0.3" 29.8+1.3°¢

'Promedio de tres repeticiones (%) + desviacion estandar.
a.b,¢.d valores con letras minGsculas diferentes en la misma columna expresan diferencia
estadisticamente significativa (p< 0.05), prueba de Tukey. T33, T38 y T39= E. lactis cepas T33,
T38y T39, respectivamente, T40= L. paracasei cepa T40.

En un estudio realizado por Yonezawa et al. (2010) hallaron que H. pylori cepas
SS1, ATCC 43579, NCTC11638 y KR2003 presentaron una autoagregacion de
alrededor del 40%. Por otro lado, Attaran and Falsafi (2017) determinaron la
autoagregacion de dos aislados de H. pylori 19B y 4B hasta en un 70%. La diferencia
entre los valores obtenidos en el presente estudio y los reportados en otras
investigaciones podria atribuirse al tipo de cepa. Ademas, los autores antes
mencionados describen la relacién que existe entre autoagregacion y la formacion
de biopeliculas en algunas cepas de H. pylori, citando que a mayor autoagregacion

la generacion de biopeliculas es mas evidente.

Por otra parte, se han reportado valores de autoagregacion de diferentes cepas de
C. jejunique van desde 12 a 75% (Lee et al. 2016; Noreen et al. 2019). La diferencia
en la capacidad de autoagregacion de C. jejuni en las diferentes investigaciones y
en lo hallado en la presente investigacion, podria estar dada por el tipo de cepa de
C. jejuni. Por otro lado, la capacidad de autoagregaciéon de C. jejuni podria
desempeiiar un papel en la invasividad a las células intestinales, ademas la
capacidad de autoagregacion sirve como marcador de virulencia de muchos
patdgenos bacterianos entéricos Gram-negativos (Chiang et al., 1995; Menozzi et
al., 1994; Salaheen et al., 2014).
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6.9.2 Coagregacion de BAL con C. jejuni y H. pylori

Los resultados de la coagregacion de L. paracasei T40 y de E. lactis cepas T33, T38
y T39 en presencia de H. pylori y C. jejuni después de 4 h a 37 °C, se muestran en
la Tabla 16. La cepa T33 exhibié la mayor capacidad de coagregacion (24.2 %) con
H. pylori en comparacion con las otras cepas de BAL. Por otro lado, la cepa T40
exhibié la mayor capacidad de coagregacion (24.1 %) con C. jejuni. Los hallazgos
de esta investigacion son superiores a los resultados reportados por Nami et al.
(2019). Estos autores reportaron valores de coagregacion de Enterococcus con S.
aureus, E. coli, L. monocytogenes, S. flexneri, Klebsiella pneumoniae, Yersinia
enterocolitica y Bacillus subtilis de entre 9.7 a 25 %. Por otro lado, Kim et al. (2022)
reportaron que L. casei FBL6 mostr6 una tasa de coagregacion con S. Typhimurium
de alrededor del 30%.

Tabla 16. Porcentaje de coagregacion de cepas BAL T33, T38, T39 and T40 con H. pylori

y C. jejuni.
Coagregacion (%)
Cepas BAL _
H. pylori C. jejuni
T33 1242+0.42 23.6+0.6°
T38 23.8+05¢2 23.8+0.6°2
T39 23.7+052 24.1+0.12
T40 23.5+04°2 24.1+£0.2¢2

'Promedio de tres repeticiones (%) + desviacion estandar
a.b.¢ Valores con letras mintisculas diferentes en la misma columna expresan diferencia
estadisticamente significativa (p< 0.05), prueba de Tukey. T33, T38 y T39= E. lactis cepas
T33, T38 y T39, respectivamente, T40= L. paracasei cepa T40

Por otra parte, Juntarachot et al. (2023) reportaron que L. paracasei SD1 presento
una coagregacion con H. pylori de 38.2%, sin embargo estos autores indicaron que
a pH acidos (2-3) la coagregacion entre diferentes cepas de BAL y H. pylori se
incrementaba. Campana et al. (2017) reportaron valores de coagregacion de
diversas cepas de BAL contra C. jejuni de entre 3 a 19%. También, Khan et al.
(2020) observaron valores de coagregacion de diferentes cepas e BAL con C. jejuni
de entre 2.5 a 23.3 %.
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La coagregacion se refiere a la agrupaciéon entre dos especies bacterianas
diferentes (E. Kim et al., 2022). La capacidad de coagregacion de las cepas de BAL
y patdgenas puede dificultar la colonizacién del intestino por bacterias patégenas,
disminuyendo la probabilidad de infeccién (K. W. Lee et al., 2014). Tareb et al.
(2013) mencionaron que la capacidad de las BAL para coagregarse con bacterias
patdgenas podria atribuirse a las interacciones entre las proteinas de la superficie
celular de las BAL y los patdgenos, asi como a las interacciones entre los
carbohidratos de ambos microorganismos. Por otro lado, Collado et al. (2008)
reportaron que la capacidad de coagregaciéon de las BAL depende del tiempo y de

las caracteristicas de la superficie de las cepas bacterianas.

En general, los valores de coagregacion de las diferentes cepas BAL con H. pylori
y C. jejuni que se reportan en la presente investigacion son superiores a los

reportado por otros autores.

6.9.3 Hidrofobicidad de la superficie celular

Los porcentajes de hidrofobicidad de las BAL examinadas de H. pylori y C. jejuni se
muestran en la Tabla 17. Se encontraron valores de hidrofobicidad de entre 3.1 a
87 % para las diferentes BAL. EI menor valor de hidrofobicidad fue para la cepa T39
y el més alto para T40. Cabe sefialar que las cepas T33, T38 y T40 exhibieron
mayores porcentajes de hidrofobicidad que los reportados para otras cepas de BAL
(Ayyash et al. 2018, Padmavathi et al. 2018).

Algunos autores como Juntarachot et al. (2023) determinaron la hidrofobicidad de
la superficie celular de H. pylori ATCC43504 obteniendo un porcentaje de 15.42%.
Por otro lado, Liu et al. (2022) evaluaron las propiedades de adherencia de H. pylori
entre las que destaco la prueba de hidrofobicidad superficial hallando valores de
aproximados al 10%. Los valores reportados por otros autores para H. pylori en
cuanto a hidrofobicidad se refiere se encuentran por encima de los hallados en la
presente investigacion. Habr4d de mencionar que las diferentes propiedades
celulares son inherentes de cada una de las cepas de estudio. Es por ello que,
aunque estemos hablando del mismo género y especie de un microrganismo

pueden existir deferencias entre sus propiedades celulares.
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Tabla 17. Porcentaje de hidrofobicidad de la superficie celular de las cepas BAL T33, T38,
T39, T40, H. pyloriy C. jejuni

Hidrofobicidad de Ila

Cepas BAL
superficie celular (%)
T33 121.0 + 0.1°
T38 20.0+0.8"
T39 3.2+092
T40 876+1.14
H. pylori 537+09°2
C. jejuni 28.7+0.3°¢

'Promedio de tres repeticiones (%) + desviacion estandar
a.b.¢ Valores con letras mintsculas diferentes en la misma columna expresan diferencia
estadisticamente significativa (p< 0.05), prueba de Tukey. T33, T38 y T39= E. lactis cepas
T33, T38y T39, respectivamente, T40= L. paracasei cepa T40

Por otro lado, C. jejuni present6 un valor de hidrofobicidad de 28.7 % (Tabla 17).
Este valor es superior al reportado por otros investigadores. Tabashsum et al. (2019)
reportaron un porcentaje de hidrofobicidad de C. jejuni de 14.5%. También, Lee et
al. (2016) reportaron un valor de 10.5 % de hidrofobicidad para C. jejuni. En el caso
de Campylobacter, el aumento de la hidrofobicidad y una mayor carga superficial
negativa se han relacionado con una mejor union a las células epiteliales humanas
(Nguyen et al., 2011). Cabe sefialar que en el presente estudio L. paracasei T40
mostré un porcentaje de hidrofobicidad del 87%, lo que podria significar mayor
afinidad a las células epiteliales y por tanto una mejor adhesion, compitiendo de esta
forma por el sitio de accion con C. jejuni quien presento un valor de hidrofobicidad

inferior.

La hidrofobicidad es una propiedad de la superficie celular de las bacterias; esta le
permite interaccionar y adherirse a superficies hidréfobas. La hidrofobicidad se
correlaciona con la capacidad de adhesion de las bacterias a las células epiteliales.
La mayoria de las superficies del cuerpo humano son en su mayoria de caracter
hidréfobo. Esto promueve la unién de las bacterias, ya que las bacterias con
superficies hidrofébicas pueden tener una mayor afinidad por las superficies

hidrofébicas de las células epiteliales intestinales. Esta afinidad puede facilitar la
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uniodn de las bacterias al epitelio. intestinal (Ayyash et al., 2018; Duary et al., 2011,
Zuo et al., 2016). Por lo tanto, una mayor hidrofobicidad resulta en una mayor

adherencia de las bacterias a las células epiteliales del intestino (Nami et al., 2019).

Es importante sefalar que la adherencia bacteriana al epitelio intestinal es un
proceso multifacético que involucra multiples factores, y la hidrofobicidad es solo
uno de ellos. Otros factores, como la presencia de fimbrias, pili, lectinas, y factores
especificos de la bacteria y del huésped, también desempefian un papel crucial en
la capacidad de las bacterias para colonizar el tracto gastrointestinal (M. Kim et al.,
2010).

6.10 Efecto de las cepas de BAL sobre la actividad de la ureasa producida por
H. pylori

H. pylori emplea varios factores de virulencia bacteriana como la acumulacion de
ureasa en el citoplasma, los factores de adhesién, la citotoxina A vacuolizante y el
gen A asociado a la citotoxina para invadir el estomago del huésped, causar
enfermedades y evadir las defensas del huésped. La expresion de estos factores
de virulencia estan asociados con la patogenicidad de H. pylori (Sgouras et al.,
2015).

Especificamente, la ureasa producida por H. pylori es una metaloenzima que
hidroliza la urea presente en el estbmago en amonio y dioxido de carbono. El
amonio producido aumenta el pH, elevandolo hasta 6 o 7 en su entorno,
neutralizando el acido clorhidrico del estdmago, lo que ocasiona aclorhidria
transitoria, con un pH gastrico neutro; propiciando un microambiente que le permite
sobrevivir mientras se mueve para llegar al epitelio gastrico (Cervantes-Garcia,
2016).

La actividad ureasa se determin6 en un medio que contenia tampon fosfato, urea 'y
rojo fenol al 0.012% (como indicador de pH). El principio de este analisis fue la
produccion de amonio debido a la hidrdlisis de la urea, determinandose mediante la

absorbancia a 550 nm.
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H. pylori fue crecido en medio de cultivo BHI con 5% SFB ajustado apH 2, 3,4y 5,
respectivamente. Los diferentes ajustes de pH se realizaron con la finalidad de
determinar la actividad de la ureasa. Por otro lado, se valoré la capacidad de los
SLC (sobrenadante libre de células) de las cepas BAL para inhibir la actividad de la

ureasa en los rangos de pH antes mencionados.

En la Figura 10 se aprecia la actividad de ureasa producida por H. pylori a diferentes
pH, asi como el efecto inhibitorio del SLC de las cepas BAL. De forma general, se
observa que los SLC de T33, T38, T39 y T40 lograron inhibir la actividad de la
ureasa. Por otro lado, se muestra que a medida que el pH incrementa la actividad
de la ureasa también lo hace, esto se debe principalmente a que los canales urel
de H. pylori ya que se abren por completo a pH 5 (Figura 10 d), lo que permite la
entrada rapida de urea en la bacteria, produciéndose cantidades inusualmente
grandes de amonio (Kao et al., 2016). No obstante, la inhibicién de la actividad de
ureasa por parte de los SLC de las cepas BAL fue significativamente (p<0.5) mejor
en todos los tratamientos en comparacion con los tratamientos en los el SLC fue

ajustado a pH 6.5.

El efecto de inhibicion de los SLC de la cepas BAL se perdi6o cuando este fue
ajustado en pH de 6.5, lo que indica que este efecto puede estar mediado por los
acidos orgéanicos presente en SLC, tal y como lo describe Rezaee et al. (2019),
quienes probaron el poder inhibidor del SLC ocho cepas de BAL hallando que
cuando se ajustaba el pH del SLC a pH 7 este perdia el efecto inhibidor frente a la

actividad de la ureasa.

Esta prueba permite reafirmar los resultados obtenidos en las pruebas anteriores
como la prueba de actividad antagonica de las cepas de BAL contra H. pylori y las
propiedades de adherencia. Demostrando que las cepas T33, T38, T39 y T40
estudio podrian emplearse como coadyuvantes en tratamientos contra infecciones
causadas por esta patdégeno. Sin embargo, es importante mencionar que antes de
aseverar dicho efecto es necesario realizar pruebas in vivo con animales de

experimentacion para posteriormente realizar pruebas en humanos.
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Figura 10. Efecto inhibitorio de cepas BAL sobre la actividad de la ureasa producida por H. pylori a pH 2-5.
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6.11 Caracterizacion de los microencapsulados obtenidos mediante secado

por aspersion

6.11.1 Eficiencia de encapsulacion (%)

En su mayoria las BAL son susceptibles a variables de fabricacion de alimentos,
como elevadas temperaturas o temperatura ambiente, presencia de oxigeno,
variaciones de pH, humedad (Santivarangkna et al.,, 2011). Ademas de ser
susceptibles a las condiciones adversas del tractogastrointestinal como pH bajo,
sales biliares, enzimas y la microbiota nativo. En este sentido, la industria
alimentaria y farmacéutica esta buscando estrategias novedosas para mantener la
supervivencia de los probidticos, antes y después a su ingesta (Barajas-Alvarez et
al., 2023). Estas estrategias abarcan la eleccion de cepas BAL resistentes a pH
acidos y bilis, la utilizacion de envases herméticos, la incorporacion de bacterias
adaptadas al estrés, la inclusion de nutrientes, y la encapsulacién de los probidticos

(Barajas-Alvarez et al., 2022).

En el proceso de encapsulacion, se eligieron exclusivamente aquellos tratamientos
gue demostraron los mejores resultados en pruebas anteriores, tales como el efecto
inhibitorio con y sin prebiotico frente a C. jejuni o H. pylori, la autoagregacion,
coagregacion, la hidrofobicidad de la superficie celular y la inhibicién de la actividad

de ureasa producida por H. pylori.

Después del proceso de encapsulado se evalué la sobrevivencia de las cepas BAL
(T33, T38, T39 y T40) con y sin prebidticos (inulina o FOS) después del proceso de
microencapsulacion (secado por aspersion) empleando almidén modificado (N-
lok®, Ingredion) como material pared, calculando el porcentaje de eficiencia de

encapsulacion (%EE).

En la Tabla 18, se muestran los resultados obtenidos para los diferentes
tratamientos encapsulados. Las cuatro cepas BAL T33, T38, T39 y T40
encapsuladas en presencia de algun prebidtico (inulina o FOS) presentaron un
incremento en la eficiencia de encapsulacién en comparacion con la bacteria sin
adicion del prebidtico. Especificamente, Enterococcus lactis cepa T40 adicionada

con 0.6% de FOS fue quien obtuvo el mayor porcentaje de eficiencia de
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encapsulacion 99.8%. Seguida de Enterococcus lactis cepa T38 con inulina al 0.6%
(98.4%). Es decir, el prebidtico incremento la eficiencia de encapsulacion el proceso

de encapsulacién.

Tabla 18. Eficiencia de encapsulacién (% EE), contenido de humedad (%), actividad de

agua, para los tratamientos de BAL con y sin prebiéticos.

_ Eficiencia de Actividad de  Humedad
Tratamiento
encapsulado (%) agua (%)
T33 190.9+2.9°2 0.319+0.028°> 55+0.12
T33+0.6% inulina 91.9+042 0.247 £0.015® 5.3+0.2°
T38 93.9+272 0.299+£0.0152 5.7+009°?
T38+0.6% inulina 98.4+0.8° 0.266 £0.0042 5.1+0.5°2
T38+0.6% FOS 95.3+1.1% 0.280+0.0242 7.4%0.2°
T39 90.8+0.72 0.344 +0.019° 5.8+0.3"
T39+0.6% inulina + %FOS 91.8+22% 0.226 £0.007® 5.1+0.2°
T40 97.0+1.802 0.268 £0.019@ 5.3+0.4°?
T40+0.6% FOS 99.7+0.7° 0.310+0.0242 6.9+0.0"

'Promedio de tres repeticiones (%) + desviacion estandar
a.b.¢ Valores con letras mintsculas diferentes en la misma columna expresan diferencia
estadisticamente significativa (p< 0.05), prueba de Tukey. T33, T38 y T39= E. lactis cepas
T33, T38y T39, respectivamente, T40= L. paracasei cepa T40

Se ha planteado la idea de que ciertos polisacaridos como inulina, FOS vy
maltodextrinas, podrian crear una pelicula vitrea alrededor de las células ,
reduciendo la movilidad de los probidticos antes del proceso de secado por
aspersion, lo que podria mejorar la capacidad de supervivencia de los probioticos
(Archacka et al., 2019). Ademas que la inulina y FOS son térmicamente estables y
poco solubles debido a su alto grado de polimerizacion, otro factor podria ser

resistencia natural del microorganismo (Wada et al., 2005).

Por otro lado, debido a que el almidon, los FOS y la inulina son compuestos
polihidroxilados, la combinacion de almidén-FOS y almidon-inulina, pueden
interactuar principalmente mediante enlaces de hidrogeno, estos mismos puentes

de hidrogeno pueden formarse entre los fosfolipidos de la membranay las proteinas
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celulares de las BAL (T33, T38, T39 y T40) y reemplazar las moléculas de agua

liberadas durante el secado (Archacka et al., 2019; Bersaneti et al., 2016).

Cabe mencionar que después del secado, la concentracion de BAL (T33, T38, T39
y T40) fue superior a 10° UFC/g, que es la dosis minima recomendada para
productos probiéticos (Barajas-Alvarez et al., 2022; FAO/WHO, 2002).

Investigadores como Bustamante et al. (2020) obtuvieron una eficiencia de
encapsulacién superior al 90% para los géneros Lactobacillus rhamnosus (91.23%),
Lactobacillus plantarum (94.77%), Bifidobactetium longum (96.07%) vy
Bifidobacterium infantis (97.24%) cuando fueron encapsulados con polisacaridos
como inulina o mucilago de las semillas de chia o lino, empleando el secado por
aspersion. En el presente trabajo se obtuvieron resultados similares ya que en todos

los tratamientos se obtuvieron eficiencias de encapsulacion por encima del 90%.

Por otro lado, Nunes et al. (2018) microencapsularon a L. acidophilus con inulina,
trehalosa o Hi-Maize® mediante secado por aspersion; los mayores porcentajes de
encapsulacion del probidtico se obtuvieron con inulina y maiz (93.12% y 94.26%,
respectivamente). En otro estudio, Pinto et al. (2015), microencapsularon
Bifidobacterium BB-12 con lactosuero dulce y dos prebidticos diferentes (inulina y
polidextrosa), las microcapsulas producidas so6lo con suero dulce mostraron el
mayor % EE 95.43. Estas investigaciones dan evidencia sobre un alto % EE (> al
90%) en presencia de algun prebidtico cuando se encapsula mediante secado por

aspersion.

6.11.2 Actividad de agua (aw) y contenido de humedad de los encapsulados

El valor de actividad de agua (aw) indica la cantidad de agua disponible para
reacciones bioquimicas, es decir, estd agua no se encuentra ligada a moléculas
(Reyes et al., 2018). En la Tabla 18 se muestran los resultados obtenidos en cuanto
a la actividad de agua en los encapsulados. Los valores hallados para todos los
tratamientos oscilaron entre 0.2 y 0.3. Especificamente, los tratamientos de las
cepas T33 y T39 con y sin prebidtico presentaron diferencias estadisticamente
significativas, de tal forma que los tratamientos en presencia del prebidtico

presentaron la menor aw (0.2). Segun lo informado por Reyes et al. (2018), un valor
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de aw cercano a 0.3 presentd un impacto positivo en la viabilidad de los probiéticos
durante un periodo de almacenamiento de 60 dias. Los autores destacaron que una
baja actividad de agua previene el crecimiento de microorganismos no deseados y

reacciones quimicas no deseadas, como la oxidacién de lipidos.

Por otra parte, los valores por debajo de 0.3 de aw promueven la estabilidad del
polvo y prolongan la vida util al reducir la presencia de agua libre disponible para las
reacciones quimicas (Atalar & Dervisoglu, 2015). Este comportamiento puede
explicarse por el hecho de que a una temperatura de entrada por encima de 100 °C
durante el secado por aspersion conduce a una transferencia de calor a las
particulas, esto aumenta la fuerza motriz de la evaporacién, lo que conduce a una
mayor eliminacion de agua por lo tanto, se producen polvos con menor contenido
de humedad (Daza et al., 2016). Cabe mencionar que en la presente investigacion
se emple6 una temperatura de entrada de 100 °C, por que pudo ocurrir algo similar

a lo anteriormente descrito.

Por otro otra parte, en la misma tabla (Tabla 18) se muestran los resultados del
contenido de humedad en los encapsulados hallando valores entre 5.1 a 5.8 %. Esta
propiedad esté relacionada con la cantidad de grupos hidréfilos en la estructura del
alimento, los cuales pueden unirse a las moléculas de agua presentes en el aire
circundante (Barajas-Alvarez et al., 2022). Ademas, los diferentes niveles de
humedad podrian interferir en las propiedades del polvo como, en la forma, la

distribucion del tamafio y en la fluidez (Jung et al., 2018).

Otro punto es que, los polvos de la cepa T38+0.6% FOS presentaron el mayor nivel
de humedad, seguidos por los polvos de la cepa T40+0.6% FOS. Este
comportamiento se relaciona con la estructura de los FOS, que consiste en cadenas
cortas de unidades de fructosa unidas por enlaces (2—1)-B-glucosidicos y llevan
una sola unidad de D-glucosil en el extremo no reductor de la cadena, unida (1—2)-
a. Por ende, los FOS cuentan con multiples grupos hidroxilo que estan disponibles

para absorber agua (Barajas-Alvarez et al., 2022).
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De acuerdo con el estudio de Liao et al. (2017), mencionan que se necesitan niveles
de humedad reducidos, menores al 6 %, para extender la vida util de los polvos

probidticos, lo que coincide con los hallazgos de la presente investigacion.

Autores como Jurado et al. (2021) obtuvieron resultados similares a los de este
trabajo, ellos encapsularon Lactobacillus plantarum empleando el secado por
aspersion bajo las siguientes condiciones: temperatura de entrada de 170 °C y de
salida 67 °C. La aw obtenida en sus polvos fue menor a 0.3 expresando que una
baja aw es favorable para la vida util de los polvos. Con respecto a la humedad, los
mismos autores obtuvieron el 5.26% en los encapsulados evaluados, explicando
gue la humedad se ve influida por el tamafio del microencapsulado, ademas que

una baja humedad evita el crecimiento microbiano y micético.

Hernandez et al. (2018) obtuvieron un contenido de humedad de 3.31% y awde 0.26
al encapsular L. paracasei cepa T40 (una de las cepas empleadas en esta
investigacion) mediante secado por aspersion. Los autores no emplearon la adicion

de prebidticos lo que podria contribuir a un incremento de humedad.

6.11.3 Caracterizacion morfologica de las microcapsulas (MEB).

En las Figuras 11 y 12 se muestran las micrografias obtenidas mediante MEB de
los polvos de las cuatro cepas de BAL (T33, T38, T39 y T40) combinados con inulina
y/o FOS. De acuerdo a la escala de la micrografia el tamafio de las microcapsulas

oscilo entre 10y 20 ym.

La forma de las microcapsulas fue parcialmente esférica (Figuras 11y 12). Ademas
todos los tratamientos presentaron concavidades en la superficie tal y como se
aprecia en las Figuras 11 y 12, caracteristica dada por el proceso de atomizacion,
debido a la rapida evaporacion del agua de las gotas (Barajas-Alvarez et al., 2022;
Nunes et al., 2018). La morfologia de los polvos puede cambiar al modificar los
parametros de secado por aspersion, tales como la temperatura de secado, la
velocidad de alimentacion y la composicién de la solucion encapsulante. Cuando se
lleva a cabo el proceso de secado a temperaturas bajas, regularmente se producen
deformaciones y contracciones de las particulas debido a la lenta difusion del agua.

A altas temperaturas, las particulas tienden a expandirse, formando una superficie
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sélida y, en ciertos casos, fracturarse debido a la rapida evaporacion del agua y la

elevada presion interna (Alamilla-Beltran et al., 2005).

Las microparticulas obtenidas en la presente investigacion no presentaron
evidencia de grietas o fracturas visibles en sus superficies, lo que indica que la
permeabilidad al aire es muy baja o practicamente inexistente. Esto asegura una
proteccién adicional de los microorganismos probiéticos (Nunes et al., 2018; Rajam
& Anandharamakrishnan, 2015). Ademas, no se detectaron bacterias en forma libre
en las micrografias analizadas (Figuras 11 y 12), lo que respalda la idea de que se
llevé adecuadamente la encapsulacién y que se formé una capa alrededor de los
probidticos. Resultados similares fueron reportados por Nunes et al. (2018) vy
Barajas-Alvarez et al. (2022) en investigaciones con combinaciones de fructanos de

agave, maltodextrina, inulina, trehalosa y almidén de maiz modificado.

Rodriguez-Barona et al. (2012) reportaron resultados similares para encapsulados
de Lactobacillus casei y Lactobacillus rhamnosus. Aunque no se determiné el
promedio del tamafio de las microparticulas, las micrografias por MEB permitieron

estimar el tamafio de las microcapsulas de = 10 a 20 uym.

Jurado et al. (2021) reportaron tamafios de particula de 15.18 a 35.6 um cuando
microencapsularon Lactobacillus plantarum mediante secado por aspersion, los
valores reportados por estos autores coinciden con lo hallado en la presente

investigacion.

Por otro lado, Pérez-Leonard et al. (2013) reportaron caracteristicas morfologicas
de las microcpsulas con formas redondas u ovaladas concluyendo que estas
formas tienen mayor facilidad de distribucion al producto final. Por otra parte, estos
mismos autores describen que un tamafio de particula se considera 6ptimo cuando
se encuentra en un rango de 15 a 100 um, capsulas mayores a 100 pm son muy
faciles de detectar en la boca, y menores a 15 um no dan una buena proteccién

frente a agentes externos.

97




N -

() T38+0.6%FOS [kt
‘ -

o £
& Ay

'
e?«
Py AR
o

Figura 11. Microfotografias (1000x) de las microcipsulas de cepas BAL con y sin prebiético:f(a) E.
lactis cepa T33 sin prebidtico; (b) E. lactis cepa T33 con 0.6% de inulina; (c) E. lactis cepa T38 sin
prebidtico; (d) E. lactis cepa T38 con 0.6% de inulina; (e) E. lactis cepa T38 con 0.6% de FOS
(continuacion Figural?).
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Figura 12. Microfotografias (1000x) de las microcapsulas de cepas BAL con y sin prebiético: (f) E. lactis
cepa T39 sin prebiodtico; (g) E. lactis cepa T39 con 0.6% de inulina y FOS; (h) L. paracasei cepa T40 sin
prebidtico; (i) L. paracasei cepa T40 con 0.6% de FOS.
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6.11.4 Tolerancia de las cepas BAL encapsuladas a pH acido 2y 3

El estrés al que se enfrentan los probidticos en el tracto gastrointestinal comienza
después de la ingesta del alimento probiético. La habilidad de los probiéticos para
sobrevivir en esta region es fundamental para que puedan ejercer sus efectos
benéficos (Barajas-Alvarez et al., 2022). En las Figuras 13 y 14 se muestra la
viabilidad de cepas BAL T33, T38, T39 y T40, libres, encapsuladas y encapsuladas
con prebidtico, cuando fueron expuestas a pH 2 y 3 por un periodo de 3 h. Se decidio
evaluar la exposicion de las BAL a diferentes tratamientos de pH bajo durante 3
horas, ya que se estima que el transito de alimentos con predominio de proteinas,

carbohidratos y grasas ocurre en un intervalo de tiempo de 2 a 3 horas.

Los resultados mostraron que la cepa T33 en su forma libre no experimento
recuento alguno de su viabilidad después de 3 h de exposicién a un pH de 2 (Figura
13). En contraste, cuando la misma cepa bacteriana fue encapsulada con inulina al
0.6% mostrd la mejor viabilidad (5.7 Log UFC/g) después de 3 h de exposicién a pH
2. Este mismo comportamiento se observo en las cepas T39 y T40. La cepa T38
exhibié un comportamiento diferente, ya que de forma libre mantuvo una viabilidad
cercana a 8 Log UFC/g después de 3 h de exposicion a pH 2. Por otra parte, cuando
esta cepa (T38) fue encapsulada con inulina al 0.6% y expuesta a pH 2 durante 3 h
no presentd una disminucién estadisticamente significativa en comparacion con la

concentracion en el momento cero.

Las cuatro cepas de estudio (T33, T38, T39 y T40) que fueron encapsuladas en
presencia de algun prebidtico y posteriormente expuestas a pH 2 durante 3 h
mostraron una viabilidad alrededor de 6 Log UFC/g, concentracibn minima
necesaria de acuerdo a la FOS/WHO (2002) para que un microorganismo probidtico

pueda ejercer algun efecto benéfico en la salud del huésped.

Por otro lado, en la Figura 14 se puede observar la viabilidad de las cuatro cepas
BAL estudiadas en su forma libre, encapsuladas o encapsuladas con prebiotico
después de ser expuestas a pH 3 por 3 h. En términos generales, se pudo notar,
que las BAL en forma libre mantuvieron una concentracioén por encima de 6.4 Log

UFC/ mL. En diversas investigaciones han revelado que las BAL pueden resistir el
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estrés acido al modificar los tipos y niveles de acidos grasos en sus membranas
celulares, reduciendo asi el dafio celular causado por el entorno externo (P. Wu et
al.,, 2021). Se ha documentado que la preadaptacion acida de Lactobacillus
plantarum ZDY2013 (recientemente reclasificado como Lactiplantibacillus
plantarum ZDY2013) conlleva un aumento significativo en la proporcion de acidos
grasos saturados y ciclopentano, mejorando de este modo la funcion de la bomba
de protones (R. Huang et al., 2016). Las BAL en forma libre mostraron una mayor
viabilidad a un pH 3 en comparacion con la sobrevivencia observada a un pH 2. En
primer lugar, podria atribuirse a que el pH 3 es menos agresivo para la sobrevivencia
de los microorganismos estudiados y en segundo lugar la mayoria de las cepas de

estudio desarrollan en un entorno con un pH cercano a 3.

Derivado a que el pH del estbmago se encuentra generalmente entre 1y 3, es
crucial proporcionar una proteccién a estos microorganismos para asegurar su
viabilidad al paso por el estbmago y puedan alojarse en el intestino delgado y grueso
(Shao et al., 2022).

Sin embargo, las cepas T33, T38, T39 y T40 cuando fueron encapsuladas con
prebidtico y expuestas a pH 2 y 3 durante 3 h, mantuvieron una concentracion
alrededor de 6 Log UFC/g. Aunque en esta prueba en particular no se mostraron
diferencias evidentes entre las concentraciones de BAL de forma libre, encapsulada
0 encapsuladas con prebidticos existen otros ensayos que sugieren que la barrera
de proteccion proporcionada por la encapsulacion ofrece ventajas en comparacion

con las BAL sin encapsular.

Por otra parte Yoha et al. (2020) encapsularon Lactobacillus plantarum (NCIM 2083)
adicionado con FOS mediante la técnica de secado por aspersion. Estas
microcapsulas fueron expuestas a condiciones gastricas hallando una pérdida
significativa en la viabilidad celular (2 a 3 reducciones logaritmicas) después de
exponerse a condiciones gastricas (pH 3 por 2h). Sin embargo, se mantuvo una

concentracion de 8 Log UFC/g después de la exposicion gastrica.
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Figura 6. Sobrevivencia de BAL encapsuladas con y sin prebiéticos a pH 2 atiempo 0, 1.5y 3 h
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Figura 7. Sobrevivencia de BAL encapsuladas con y sin prebiéticos a pH 3 atiempo 0, 1.5y 3 h
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Xavier et al. (2018) encapsularon mediante secado por aspersion Lactobacillus
acidophilus La-5 con inulina reportando una tasa de supervivencia del 78.7% a
condiciones acidas (pH 2 - 2.5). L. acidophilus La-5 tuvo una alta supervivencia en
el entorno gastrico in vitro en comparacion con ceélulas libres, debido a la lenta
degradacion de las microcdpsulas de inulina en condiciones acidas, lo que resulté

en una disminucion tardia de la supervivencia de los probioticos.

Los resultados obtenidos en la presente investigacion, junto con los hallazgos de
otras investigaciones previamente mencionadas dan evidencia de la proteccion que
brinda la encapsulacién mediante secado por aspersion. Ademas, la incorporacion
de un prebidtico también contribuye a preservar la viabilidad celular en condiciones

gastricas simuladas.

6.11.5 Tolerancia de las cepas BAL encapsuladas a sales biliares

Es importante destacar que, una de las propiedades de los probidticos es su
capacidad para resistir las condiciones adversas de tracto gastrointestinal, en
particular su resistencia a sales biliares. La concentracion de sales biliares en el
intestino humano puede llegar al 0.3%, lo que a menudo se utiliza como condicién
para la deteccion de probidticos (Fu et al., 2022). Ademas, se ha observado que la
encapsulacién de un probidtico junto con un prebidtico puede ofrecer una protecciéon
mas eficaz contra los acidos fuertes y las condiciones biliares, al tiempo que mejora
las actividades fisiolégicas de la microbiota, mejorando asi la salud intestinal
(Pandey et al., 2015).

En este sentido, en la Figura 15 se aprecian los resultados obtenidos después de
exponer los diferentes tratamientos de cepas BAL T33, T38 y T39 de forma libre,
encapsuladas y encapsuladas con prebiodticos a una solucion de sales biliares al
0.3%. En la figura, se observa que los tratamientos de probidticos con prebiotico
encapsulados resistieron de manera mas efectiva. Manteniendo una mayor
viabilidad (> 6 Log UFC/g) después de 3 h de exposicidon en comparacion con las
BAL libres.
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Estos resultados concuerdan con las hallazgos reportados por Peredo et al. (2016)
guienes encapsularon L. casei Shirota y dos cepas de L. plantarum (Lp33 'y Lpl7)
con almidon de papa, platago psyllium e inulina como prebidticos exponiendo las
microcépsulas simbidticas a sales biliares, observando una viabilidad superior a 6
Log UFC/g. Por otro lado, Yoha et al. (2020), llevaron a cabo la encapsulacion
mediante secado por aspersion de L. plantarum (NCIM 20283) adicionado con FOS.
Las microcapsulas fueron expuestas a condiciones simuladas del intestino delgado
gue incluian sales biliares al 1%. En su estudio, observaron una reducciéon de 4

logaritmos (6 Log UFC/g) después de 2 horas de exposicion

Las cepas T33, con un contenido del 0.6% de inulina, y T38, con un porcentaje
equivalente de FOS, exhibieron un incremento en la concentracion de células
viables después de 3 horas de exposicion a sales biliares, en comparacion con la
concentracion obtenida a las 2 horas (Figura 15). Este comportamiento podria
atribuirse al hecho de que las BAL encapsuladas aun permanecian inmersas en la
cépsula, es decir, no se habian liberado por completo a diferencia de las 3 horas,
momento en el cual es posible que la capsula ya se hubiera desintegrado,
permitiendo la liberacidon de las BAL. Seria interesante llevar a cabo una cinética de
liberaciéon de las BAL encapsuladas para determinar en qué momento se produce

la liberacién completa de los microorganismos.

Rajam et al. (2012) demostraron que una combinacién de alginato de sodio y una
proteina de suero desnaturalizada como medio de secado podia mejorar la tasa de
supervivencia y el comportamiento controlado de liberacion central de Lb. plantarum

durante condiciones &cidas y biliares simuladas.

En el caso de la cepa T38 encapsulada con un 0.6% de inulina, después de 3 horas
de exposicion a sales biliares, no mostr6 viabilidad (Figura 15). Esto podria
atribuirse al estrés por deshidratacién sufrido durante el proceso de secado por
aspersion, que pudo haber causado dafio a los acidos nucleicos (cuyo mecanismo
aun no se comprende completamente) y a los ribosomas. Estos ultimos
probablemente se vieron afectados debido a la fuga de Mg2+ desde la membrana

celular comprometida por el calor. (Akanuma et al., 2014). Aunque ciertos dafios
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bacterianos causados por el secado por aspersion pueden ser reparados por
sistemas de reparacion celular, en circunstancias extremas o con dafios extensos,
la viabilidad de la bacteria puede quedar comprometida. La habilidad de una
bacteria para preservar su integridad genética y ejecutar procesos metabdlicos

resulta esencial para su sobrevivencia a largo plazo. (S. Huang et al., 2017).

6.11.6 Viabilidad de las BAL microcapsulas con y sin prebidticos durante el
almacenamiento

La viabilidad de las cepas BAL T33, T38, T39 y T40 se evalud a 4 °C y 30 °C, con
actividades de agua de 0.75 y 0.32, durante 4 semanas (Figuras 16, 17, 18 y 19).

Después de la primera semana de almacenamiento los encapsulados de las BAL
con y sin prebidtico o bien sin material pared (BAL sin material pared pasadas por
el secador por aspersion) almacenados con una actividad de agua de 0.75y a 30
°C mostraron un recuento de microorganismos por debajo de las dosis
recomendadas (Figura 16c, 17c, 18c y 19c). Barajas-Alvarez et al. (2022) informaron
un comportamiento similar en sobrevivencia de L. rhamnosus. La viabilidad de los
probioticos disminuyé con el aumento de actividad de agua 0.75 a 20 °C, empleando
diferentes combinaciones de goma arabiga, fructanos de agave, maltodextrina,
inulina y trehalosa como materiales de pared. Heidebach et al. (2010) reportaron
gue a medida que los valores de actividad de agua aumentan, se da la oxidacién
lipidica de la membrana bacteriana formando radicales libres, provocando un
dafiando en el ADN y en la propia membrana, de tal forma que podria disminuirse

la viabilidad de los probi6ticos.

Por otra parte, los polvos de BAL T33, T38, T39 y T40 con y sin prebiético
encapsuladas mantuvieron una concentracion por encima de lo recomendado (108
UFC/g) después de cuatro semanas de almacenamiento a 30 °C con una actividad
de agua de 0.32 en comparacion con las BAL a las que no se les proporciond un
material pared (especificamente este tratamiento fue sometido a las mismas
condiciones de secado por aspersion, sin adicion de material pared). Tal y como se
aprecia en las Figuras 16d, 17d, 18d y 19d.
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Figura 16. Sobrevivencia de T33 microencapsulada con y sin prebiético durante el almacenamiento (4 semanas) a 7°C y 30°C y a diferentes
niveles de actividad de agua (aw). Ay C,aw =0.75; By C, aw = 0.32.
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Figura 17. Sobrevivencia de T38 microencapsulada con y sin prebiético durante el almacenamiento (4 semanas) a 7°C y 30°C y a diferentes

niveles de actividad de agua (aw). Ay C, aw =0.75; By C, aw = 0.32.




La sobrevivencia de los probioticos se atribuye a la union de los grupos hidroxilos (-
OH) de la inulina 'y los FOS con el grupo cabeza polar del fosfolipido presente en la
membrana celular, lo cual actia como un escudo protector ante posibles dafios
ocasionados por variaciones en la humedad del entorno (Agudelo et al., 2017).
Asimismo, debido a su elevada temperatura de transicion vitrea, es que la inulina 'y
FOS conservan su estructura amorfa sin experimentar recristalizacion en diversos
entornos, lo que contribuye a su estabilidad en una amplia variedad de condiciones
ambientales (Andrews & Urias-Silvas, 2012; Mensink et al., 2015; O’Donnell, K.,
Kearsley, 2012).

Cuando las microcépsulas de BAL (T33, T38, T39 o T40) con prebidticos fueron
almacenadas con una actividad de agua de 0.32 y temperaturas de 7 °C o 30 °C,
se observo una disminucion en la viabilidad de alrededor de 1 Log UFC/g. Sin
embargo, las BAL sin material pared almacenadas bajo las mismas condiciones

presentaron reducciones en su viabilidad inferiores a 106 UFC/g.

Heidebach et al. (2010), reportaron que la sobrevivencia de Bifidobacterium Bb12 y
Lactobacillus F19 encapsulada disminuy6 con el aumento de la actividad del agua
de 0.11 a 0.33 a una temperatura de 25 °C utilizando caseinato de sodio como
material pared. Por otro lado, Barajas-Alvarez et al. (2022) informaron una pérdida
de viabilidad promedio inferior a 1 Log UFC/g con valores bajos de aw (0.11 y 0.23)

después de ocho semanas de almacenamiento empleando trehalosa..

Al igual que nuestros resultados, Moayyedi et al. (2018), observaron una
disminucién en la viabilidad de 1.5 Log UFC/g a 25 °C y un valor de actividad de
agua de 0.32 al utilizar proteinas aisladas de suero, inulina de achicoria y goma
persa. Sin embargo, en este estudio no se examiné como diferentes valores de aw

afectan la pérdida de viabilidad.
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Figura 18. Sobrevivencia de T39 microencapsulada con y sin prebiotico durante el almacenamiento (4 semanas) a 7°C y 30°C y a diferentes
niveles de actividad de agua (aw). Ay C, aw =0.75; By C, aw = 0.32.
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Figura 19. Sobrevivencia de T40 microencapsulada con y sin prebiético durante el almacenamiento (4 semanas) a 7°C y 30°C y a diferentes
niveles de actividad de agua (aw). Ay C, aw =0.75; By C, aw = 0.32.




Ademas, un valor elevado de aw puede reducir la tasa de sobrevivencia de los
probioticos debido al desarrollo de otras bacterias y hongos, los cuales generan

reacciones quimicas no deseadas (Dinkgi et al., 2019; Sipailiené & Petraityté, 2018).

Por lo general, los productos probi6ticos son almacenados durante un largo periodo
antes de ser consumidos. La efectividad de su encapsulacién radica en mantener la
viabilidad de los probidticos por encima de la cantidad minima recomendada (10°
UFC/g) durante los procesos de produccion, almacenamiento y consumo,

garantizando asi su efecto beneficioso (Bustamante et al., 2020).

Por otro lado, es importante evaluar la viabilidad de los probioéticos encapsulados a
diferentes condiciones de almacenamiento variando temperaturas y humedades, ya
gue una adecuada humedad relativa podria mantener la viabilidad de los

probidticos, sin necesidad de condiciones de refrigeracion (4 °C a 7 °C).

La estabilidad de sobrevivencia de BAL microencapsuladas con prebidticos a
condiciones controladas de almacenamiento puede ofrecer diversas aplicaciones.
Una de ellas es que podria ser que sean empleados como suplementos con
probiéticos y prebioticos. Ya que los microencapsulados pueden utilizarse en la
fabricacion de suplementos dietéticos que combinan beneficios de los probioticos
(BAL) y prebiéticos (Viana, 2022). La creciente demanda en el mercado de
alimentos y suplementos funcionales que contienen probidticos y que requieren
estabilidad incluso en condiciones no refrigeradas plantea un desafio significativo
para las industrias de alimentos y suplementos (Ying et al., 2016). En este sentido
de acuerdo a los resultados obtenidos las BAL que podrian emplearse para este
tipo de productos serian las tres cepas de E. lactis (T33, T38 y T39) encapsuladas
debido a que temperaturas de 30 °C con aw 0.32 presentaron viabilidades por

encima de 6 Log UFC/g después de 30 dias de almacenamiento.
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6.11.7 Morfologia de microcapsulas de cepas BAL con y sin prebidticos
después del almacenamiento

En las Figuras 20, 21 y 22 se presentan las imagenes obtenidas por microscopia
electrénica de barrido (MEB) de los polvos de E. lactis T38 y L. paracasei T40,
respectivamente, después de un periodo de almacenamiento de cuatro semanas en
condiciones controladas de actividad de agua y temperatura. Estas micrografias
muestran que las microcapsulas analizadas con una aw de 0.32 conservaron su
estructura morfoldgica inicial aparentemente sin cambios, tanto a 7 °C como a 30
°C. Es relevante sefalar que estos resultados se correlacionan con la viabilidad de
estos microorganismos bajo las mismas condiciones de almacenamiento,

mostrando concentraciones de alrededor de 8 Log UFC/g.

En resumen, las c4psulas mantuvieron su integridad, ya que no mostraron grietas o
fracturas visuales en sus superficies, lo que sugiere que la permeabilidad al aire es
minima o inexistente y, por lo tanto, garantiza una mayor proteccion de los

microorganismos probioticos (Rajam & Anandharamakrishnan, 2015).

Por otro lado, las micrografias revelaron que cuando las microcapsulas son
almacenadas con una actividad de agua elevada (0.75) estas pierden su forma
regular (esferas con concavidades en la superficie). Este cambio afecto la viabilidad
celular, ya que un aumento en los niveles de humedad y en la actividad del agua en
los alimentos conlleva a una disminucidon en la tasa de supervivencia de los

probidticos(Barajas-Alvarez et al., 2022).

Una baja actividad de agua (aw <0.3) es fundamental para asegurar una 6ptima
supervivencia de los probiéticos durante el almacenamiento. Para la mayoria de las
especies de lactobacillus, se considera que la actividad de agua ideal oscila entre
0.11 y 0.23. El incremento en la actividad de agua conlleva a la disminucién de la
viabilidad de las células probib6ticas, ya que propicia un aumento en el crecimiento
de otros microorganismos y hongos, asi como la ocurrencia de reacciones quimicas
no deseables (Anekella & Orsat, 2013).

De igual forma que nuestros resultados Weinbreck et al. (2010) llevaron a cabo un
estudio sobre la viabilidad de L. rhamnosus GG en distintos niveles de actividad de
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agua (rango entre 0.15 y 0.70) a una temperatura de 37 °C. Los resultados indicaron
gue una alta actividad de agua (0.70) provoco una pérdida de mas de 10 Log UFC/g
en la viabilidad celular tras un periodo de almacenamiento de 2 semanas. Durante
este proceso, no solo la actividad del agua, sino también la humedad relativa del
entorno, las caracteristicas de absorcion de humedad y la movilidad molecular
dentro de la matriz alimentaria tienen un impacto significativo en la viabilidad de los
probiéticos (Rodriguez, S., 2012).

Desde un punto de vista comercial, es importante mantener la estabilidad del polvo

atomizado durante la vida Util.
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Micrografias de microcdpsulas de T38 después de 4 semanas de almacenamiento

7°C

Después del secado (T 0) aw 0.75

aw 0.32

Inulina

FOS

Figura 20. Micrografias de microcapsulas de T38 con inulina y FOS obtenidas por MEB (1500X) a tiempo O (T 0) y después de cuatro

semanas de almacenamiento con actividades de agua de 0.32 y 0.75 a temperaturas de 7 °C.
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Micrografias de microcapsulas de T38 después de 4 semanas de almacenamiento

30 °C

Después del secado (T0) aw 0.75

aw 0.32

Inulina

FOS

Figura 21. Micrografias de microcipsulas de T38 con inulina y FOS obtenidas por MEB (1500X) a tiempo 0 (TO) y después de cuatro

semanas de almacenamiento con actividades de agua de 0.32 y 0.75 a temperaturas de 30 °C.
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Micrografias de microcapsulas de T40 después de 4 semanas de

almacenamiento

TO

FOS

aw 0.75 aw 0.32

Figura 22. Micrografias de microcapsulas de T40 con FOS obtenidas por MEB (1500X) a
tiempo 0 y después de cuatro semanas de almacenamiento con actividades de agua de
0.32 y 0.75 a temperaturas de 7 °C y 30 °C.

118



Etapa 2:

Pruebas in vivo




6.12 Evaluacion in vivo el efecto inhibitorio de E. lactis cepas T33, T38 'y T39

en mezcla, con y sin prebidticos encapsuladas contra C. jejuni.

6.12.1 Distribucion de ratones por grupo y condiciones de experimentacion

La Figura 23 ilustra la distribucion de ratones en jaulas, cada una alberg6 a 4
ratones, lo que resulta en el uso de 2 jaulas por tratamiento (8 ratones). Esta
cantidad se seleccion6 debido a los niveles generalmente bajos de sociabilidad
observados en los ratones BALB/c. Ademas, esta cepa de ratones presenta otros
fenotipos, como niveles relativamente altos de ansiedad, comportamientos
agresivos y subdesarrollo del cuerpo calloso (Brodkin, 2007). No obstante, esta
cepa es mas propensa al desarrollo de colitis, por lo que se utiliza comunmente en
investigaciones relacionadas con afecciones intestinales (Adedara et al., 2017,

Pandurangan et al., 2015) .

Figura 23. Distribucion de ratones BALB/c en jaulas

Los ratones fueron sometidos a una semana de observacion antes del inicio de la
experimentaciéon. Durante este periodo, se observaron comportamientos agresivos
entre ratones que compartian una misma jaula. Debido a esto, se opt6 por alojar a

cada ratén de forma individual, implementando ademas elementos de distraccion
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con la finalidad de reducir sus niveles de agresividad y ansiedad, tal como se ilustra

en la Figura 24.

Figura 24. Elementos de recreacion incluidos en jaulas de ratones

La inclusion de estos elementos de recreacion en jaulas ayudo a evitar pelas entre
los roedores y por ende lesiones entre los ellos, ya que este tipo de conductas
pudieron representar una alteracion en los resultados. Algunos autores como Rojas-
Carvajal et al. (2022), mencionan que la inclusidén de estimulos adicionales como
distractores, gimnasios o ruido podria aumentar ain mas la validez y el alcance del

modelo.

En cuanto a la administracion intragastrica de los tratamientos descritos en el
aparatado 5.13.2, esta se realizé en condiciones de esterilidad en volumen de 100
uL con ayuda de una céanula calibre 20 tal y como se aprecia en la Figura 25. La
administracion se realizé por las mafianas tratando se seguir la misma rutina, para

evitar situaciones o condiciones de estrés para los animales.
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Figura 25. Administracion intragastrica de los diferentes tratamientos

6.12.2 Adherencia de BAL en intestinos de ratén BALB/c

Los beneficios a la salud que una cepa probiética pueda tener se fundamentan en
su capacidad de unirse y establecerse en el cuerpo (Li et al., 2019). A pesar de ello,
existe una falta de informacion respecto a sus niveles de unién y establecimiento.
Se emplearon las cepas E. lactis T33, T38 y T39 para determinar si eran capaces
de adherirse al epitelio intestinal de ratones. Para ello, se les indujo resistencia a
rifampicina de tal forma que se pudiera realizar una siembra selectiva al incorporar
este antibittico a los medios de cultivos. Los roedores fueron administrados con las
BAL por un periodo de 21 dias consecutivos.

Por otra parte, es importante sefialar que la cepa L. paracasei T40 no se incluy6 en
esta experimentacion debido a que los resultados obtenidos en las pruebas in vitro
no evidenciaron el mejor efecto contra el patégeno de prueba C. jejuni, a diferencia
de lo observado con las cepas de E. lactis. En este estudio, se llevaron a cabo seis
diferentes tratamientos, destacandose por la administracién intragastrica a ratones
BALB/c de tres cepas diversas de E. lactis T33, T38 y T39 encapsuladas, algunas
con prebioticos y otras sin ellos, durante un periodo de 21 dias. Al finalizar esta
administracion de probioticos, los roedores fueron infectados con C. jejuni y
posteriormente se les mantuvo hasta el dia 28 sin recibir probiéticos. Es relevante
sefialar que uno de los tratamientos consistio en la administracion de antibiotico

(oxitetraciclina) después de la inoculacién del patégeno.
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Para evaluar la colonizacion de E. lactis T33, T38 y T39 después su de
administracion en ratones, se procedio al sacrificio, extrayendo sus intestinos para
llevar a cabo el recuento de las bacterias lacticas. Dado que las cepas BAL objeto
de estudio presentaban resistencia a la rifampicina, el recuento se realiz6 en placas
con rifampicina con el fin de evitar la interferencia de otras especies. Para analizar
la colonizacién de E. lactis T33, T38 y T39 después de 21 dias de administracion en
ratones, estos fueron sacrificados al dia 28 extrayendo los intestinos para
posteriormente realizar el conteo las bacterias lacticas. Dado que las cepas BAL de
estudio presentaban resistencia a la rifampicina, el recuento realizado en placas con
rifampicina pudo evitar la interferencia de otras especies. Tal y como se aprecia en
la Figura 26 los roedores que fueron administrados Unicamente con PBS no
mostraron presencia de BAL en comparacion con los administrados con alguna
cepa de E. lactis T33, T38 y T39 (8 Log UFC/mL) hallando una concentracién
alrededor de 4 Log UFC/g. Estos resultados coinciden con lo reportado por Li et al.
(2019) quienes hallaron que el numero de células de L. rhamnosus disminuyé
después de la alimentacion intragastrica se mantuvo estable en aproximadamente
5 Log UFC/g.

Por otro lado, los mismos autores (Li et al., 2019) mencionaron que los probidticos
se establecen en diferentes secciones del intestino que comprenden desde el
extremo proximal del intestino delgado hasta el extremo distal del intestino grueso.
Sin embargo, la cantidad de cepas de probidticos que lograron establecerse mostro
un incremento progresivo desde la parte inicial del intestino delgado (duodeno <
yeyuno < ileon) hacia la seccidon mas alejada del intestino grueso. Concluyendo que
este comportamiento indica una variacion en la preferencia de colonizacién entre
las diferentes secciones intestinales y las cepas especificas. Ya que observaron una
disminucién en el nimero de L. rhamnosus presente en el colon en comparacion
con el intestino delgado mas alejado (ileon), principalmente debido a la presencia

de una variedad compleja de especies bacterianas en el colon.
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Adherenecia de BAL en intestinos de raton
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Figura 26. Adherencia de BAL en intestinos de ratdbn BALB/c. Se determinaron las cargas
de BAL gastrointestinales mediante cultivo después del sacrificio (expresadas como
Logaritmos de unidades formadoras de colonias por g de intestino, UFC/g). Se dan los
promedios (barras azules) y el nUmero de ratones con cultivo positivo del nimero total de
animales analizados (entre paréntesis). Negativo: Sin administracion de BAL o C. jejuni;
Positivo: C. jejuni (108 UFC/mL); T38+0.6%INU: 21 de administracién del tratamiento y
administracién de C. jejuni; T39: 21 de administracién del tratamiento y administracion de
C. jejuni; T33+0.6%INU: 21 de administracion del tratamiento y administracion de C. jejuni

Para sugerir un comportamiento de establecimiento de las cepas de BAL analizadas
se tendria que realizar diversas investigaciones como técnicas moleculares en cada

una de las secciones del intestino delgado y del intestino grueso.
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6.12.3 Adherencia de C. jejuni en intestinos de ratén BALB/c

Las bacterias del género Campylobacter, especialmente Campylobacter jejuni,
representan una de las principales causas de enfermedades diarreicas transmitidas
por alimentos. Su incidencia suele estar vinculada principalmente a la
contaminacion de productos carnicos durante su procesamiento. Para causar
infeccidn, Campylobacter spp. requiere adherirse a las células epiteliales presentes
en la capa mucosa, sobrevivir a las condiciones del tracto gastrointestinal y
establecerse en el intestino del huésped. La inclusion de bacterias probioticas
podria favorecer una adhesion competitiva a las células epiteliales y, como
resultado, disminuir la colonizacion por Campylobacter jejuni (Siki¢ Pogacar et al.,
2020).

Los ratones que recibieron microcapsulas de la cepa T33 junto con un 0.6% de
inulina no presentaron rastros de C. jejuni en sus intestinos, tal y como se aprecia
en la Figura 27. En contraste, en los animales tratados con microcapsulas de las
cepas T38+0.6% inulina y T39, unicamente dos de los ocho ratones mostraron

presencia del patdgeno.

Un hallazgo relevante a destacar es que los roedores que recibieron tratamiento con
antibioticos después de la infeccion con C. jejuni mostraron un recuento aproximado
de 4 Log UFC/g en sus intestinos. Estos resultados indican que las cepas E. lactis
T33, T38 y T39 lograron inhibir la capacidad de adhesion de C. jejuni al epitelio

intestinal de los ratones en comparacién con el antibiotico.

Nuestros resultados coinciden con lo hallado por Siki¢ Pogaéar et al. (2020) ya que
reportaron que la adicion de bacterias probidticas Lactobacillus spp. PCS20,
PCS22, PC25 y PCK9 disminuy® significativamente la adherencia de C. jejuni a las
células PSI cl.1 y B10OXI en comparacion con las células no tratadas con el
probidtico. También la adicién de células PCS20, PCS22, PCS25 y PCK9 disminuyo
significativamente la cantidad de C. jejuni adherida a las células PSI cl.1 después
de 17 h'y 24 h de infeccion.
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Adherenecia de C. jejuni en intestinos de raton
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Figura 279. Adherencia de C. jejuni en intestinos de ratdn BALB/c. Se determinaron las
cargas de C. jejuni gastrointestinales mediante cultivo (expresadas como Logaritmos de
unidades formadoras de colonias por g de intestino, UFC/g). Se dan los promedios (barras
azules) y el nimero de ratones con cultivo positivo del nimero total de animales analizados
(entre paréntesis). Negativo: Sin administracién de BAL o C. jejuni; Positivo: C. jejuni (108
UFC/mL); T38+0.6%INU: 21 de administracion del tratamiento y administracion de C. jejuni;
T39: 21 de administracién del tratamiento y administracion de C. jejuni; T33+0.6%INU: 21
de administracion del tratamiento y administracion de C. jejuni

En la presente investigacién, hemos centrado la atencion en el empleo de
probiéticos como una estrategia alternativa a los antibiéticos. Se ha constatado que
estos microorganismos mejoran los niveles de glucosa y albumina en la sangre, lo
gue indica una posible mejora en la digestion y la absorcion de nutrientes en el
ganado avicola. Asi mismo, reduce los niveles de triglicéridos y colesterol en la
sangre, promueven la salud del revestimiento gastrointestinal y mejoran la
composicién de la microbiota intestinal. Esta relacion simbidtica establecida en el

huésped contribuye al bienestar general. Estos hallazgos podrian desempefiar un
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papel relevante en la prevencion e incluso en el tratamiento de diversas
enfermedades humanas al retrasar la colonizacion por C. jejuni y aliviar las sefales

adversas provocadas durante la infeccion por esta bacteria.

Con los resultados hallados confirmamos que la presencia de estas bacterias
probiéticas obstaculizaba la capacidad de C. jejuni para adherirse a la superficie
celular. Por lo tanto coincidimos con los resultados de Mohan (2015) , quien informd
gue ciertas cepas probioticas pueden prevalecer sobre C. jejuni a través de diversos
mecanismos de accién. En particular, Mohan (2015) sefialé6 que los probidticos
lograron llegar méas rapidamente a los sitios de adhesion, compitiendo de manera
exclusiva contra C. jejuni al ocupar estos sitios de adhesion. Los datos obtenidos en
la presente investigacion evidencian que E. lactis T33 encapsulado con 0.6% de
inulina fue la BAL mas efectiva, reduciendo al maximo la capacidad de C. jejuni para

adherirse a las células epiteliales de los intestinos de raton.

6.12.4 Translocacion de C. jejuni en higado y bazo de raton BALB/c
A continuacion, se presenta la capacidad de las cepas probidticas E. lactis T33, T38
y T39 para limitar la translocacién de C. jejuni a 6rganos diana como higado y bazo.

O bien, si solo se limitan al tracto intestinal.

Los resultados obtenidos reflejan un comportamiento similar al registrado en los
intestinos. Tanto que, los ratones que recibieron microcapsulas de la cepa T33 junto
con un 0.6% de inulina no mostraron translocacion de C. jejuni hacia el higado.
Probablemente, la cepa T33 actué mediante el mecanismo de barrera adhiriéendose
en los intestinos de raton y evitando la translocaciéon de C. jejuni a diversos érganos
diana. (Figura 28y 29).

Por otro lado, en el caso de los ratones tratados con microcapsulas de las cepas
T38 con inulina y T39, respectivamente. Solo uno de los ochos roedores mostro
evidencia de translocacién en higado (Figura 28). Por otro lado, estos mismos
roedores mostraron la presencia de C. jejuni en bazo (Figura 29).

En un estudio realizado por Kita et al. (1992) mostraron que ratones infectados por
via intragastrica con cepas hepatotoxigénicas de C. jejuni presentaron un trastorno
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hepético cronico, siendo la infiltracion una lesion caracteristica de las células
mononucleares. Lo que evidencia que C. jejuni es capaz de causar un dafio
importante en el higado. Sin embargo, en la presente investigacion los probidticos
de estudio podrian mitigar dichos dafios, ya que la translocacion presentada fue
baja en comparacion con los otros tratamientos. Varios patégenos son capaces de
provocar lesiones hepaticas en ratones, por ejemplo Salmonella Typhimurium y
Listeria monocytogenes, y el cambio histolégico caracteristico inducido por estas

bacterias es una respuesta proliferativa cronica (Kita et al., 1992).

Translocacion de C. jefuni en higado de ratén
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Figura 28. Translocacion de C. jejuni en higado de ratén BALB/c. Se determinaron las
cargas de C. jejuni en bazo mediante cultivo (expresadas como Logaritmos de unidades
formadoras de colonias por g de intestino, UFC/g). Se dan los promedios (barras azules) y
el nimero de ratones con cultivo positivo del nimero total de animales analizados (entre
paréntesis). Negativo: Sin administracion de BAL o C. jejuni; Positivo: C. jejuni (108
UFC/mL); T38+0.6%INU: 21 de administracion del tratamiento y administracion de C. jejuni;
T39: 21 de administracién del tratamiento y administracion de C. jejuni; T33+0.6%INU: 21
de administracion del tratamiento y administracion de C. jejuni
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En el caso de la campilobacteriosis, se ha comprobado que los probid6ticos,
especialmente los lactobacilos, tienen la capacidad de coagregarse con C. jejuni.
Esta accion reduce la adhesion y la invasion en las capas de células epiteliales del
intestino, al mismo tiempo que disminuye la motilidad, un aspecto esencial para la
patogenicidad (Ding et al., 2005; Nishiyama et al., 2015). En la seccion 6.9.2 se
confirma que, los probioticos estudiados tienen la habilidad de coagregarse con C.
jejuni. Esta capacidad posiblemente esté siendo un factor crucial para prevenir la

translocacion de este patdégeno a otros Grganos.

Translocacion de C. jejuni en bazo de raton
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Figura 29. Translocacion de C. jejuni en bazo de ratén BALB/c. Se determinaron las cargas
de C. jejuni en bazo mediante cultivo (expresadas como Logaritmos de unidades
formadoras de colonias por g de intestino, UFC/g). Se dan los promedios (barras azules) y
el nimero de ratones con cultivo positivo del nimero total de animales analizados (entre
paréntesis). Negativo: Sin administracion de BAL o C. jejuni; Positivo: C. jejuni (108
UFC/mL); T38+0.6%INU: 21 de administracion del tratamiento y administracion de C. jejuni;
T39: 21 de administracién del tratamiento y administracion de C. jejuni; T33+0.6%INU: 21
de administracion del tratamiento y administracion de C. jejuni
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Sin embargo, los mecanismos anteriormente no son los Unicos que los probidticos
podrian emplear contra patdégenos entéricos en el tracto gastrointestinal algunos

otros son (van Zyl et al., 2020):

A. Impacto directo en las células epiteliales intestinales (CEI):

e Estimulacion de la produccion de mucina por parte de las células
caliciformes, formando una capa densa de moco que refuerza la barrera
protectora.

e Aumento en la secrecion de proteinas antimicrobianas (defensinas) por parte
de las CEl, ayudando a eliminar comensales o patdgenos que atraviesan la
capa mucosa.

e Mejora en la estabilidad de las uniones intercelulares (uniones estrechas),

reduciendo la permeabilidad de las CEIl a patdégenos y otros antigenos.
B. Accion antimicrobiana:

e Muchos probidticos pueden inhibir patdégenos entéricos mediante la

produccion de sustancias antimicrobianas, como las bacteriocinas.
C. Competencia y ocupacion de sitios de adhesion:

e Los probiéticos compiten con comensales y patégenos por sitios de adhesion
en la capa mucosa o en las CEIl, previniendo su colonizacion dafiina y

mejorando la funcion de barrera.

Los probidticos también pueden alterar la composicion natural de la microbiota
intestinal y la expresion génica, lo que contribuye a mejorar la integridad de la

barrera a través de la microbiota comensal.

En los ultimos afios, ciertos informes han sugerido que los probioticos que no son
viables, ni colonizadores también podrian ofrecer beneficios para la salud del
hospedador (S. A. dos Reis et al., 2017; Plaza-Diaz et al., 2019; van Zyl et al., 2020).
A lo largo del paso por TGI, estas bacterias probiéticas que no colonizan de manera
permanente siguen siendo metabdlicamente activadas, lo que resulta en efectos

positivos para la salud de su hospedador (Sebastian Domingo, 2017).
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7. CONCLUSIONES

En este estudio, las cepas Enterococcus lactis T33, T38 y T39 demostraron inhibir
a C. jejuni y H. pylori de forma in vitro. En presencia de inulina o FOS este efecto se
vio incrementado. Por otro lado, la cepa Lacticaseibacillus paracasei y las tres cepas
de E. lactis fueron capaces de inhibir significativamente la actividad de la ureasa
producida por H. pylori. Este hallazgo sugiere la posibilidad de que este efecto

inhibidor se reproduzca de manera similar en modelos in vivo.

El proceso de encapsulamiento y la presencia de inulina o FOS ayudaron a las
cuatro cepas estudiadas a conservar la concentraciéon de microorganismo por
encima de los niveles recomendados (10° UFC/mL). Esto se evidencia tanto en la

prueba de resistencia a pH 2 y 3 como en la prueba de resistencia a sales biliares.

Ademas, estas cepas BAL (T33, T38, T39) presentaron una sobrevivencia por
encima de lo recomendado después de ser almacenadas en condiciones
controladas de temperatura y actividad de agua. Este hecho sugiere su potencial
para ser incorporados en diversos alimentos. Por otro lado, estas cepas también
podrian resistir las condiciones adversas del tractogastrointestinal humano y
adherirse al epitelio intestinal de acuerdo con los resultados hallados en las pruebas
in vitro e in vivo. Estos hallazgos indican un elevado potencial para su utilizacion

como coadyuvantes en tratamientos contra C. jejuni.

El tratamiento con la cepa E. lactis T33, con un 0.6% de inulina, demostr6 ser el
mas eficaz, ya que en el modelo in vivo logré prevenir la translocacion del patégeno
en los érganos diana. Ademas, se observé una notable adherencia a los intestinos

de los ratones.

Sin duda alguna, esta investigacion brinda evidencia sobre la capacidad de las
cepas de E. lactis para inhibir patégenos de preocupacion mundial como C. jejuni y
H. pylori y potencializar su actividad antimicrobiana en presencia de prebioticos. Su
resistencia a las condiciones extremas del secado por aspersioény a las condiciones

de almacenamiento.
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Probiotics are effective coadjuvancy against human affections, To confer their beneficial effects to humans, probiotics adhere and
colonize the intestine. Then, they must survive the gastrointestinal conditions (~10°-10"" efu/day). However, their concentration
and the dose to produce the beneficial effect are reduced. Synbiotics are the combination of probiotics and prebiotics, and they can
increase the beneficial effect of probiotics Microencapsulation is an effickent approach to protect synbiotics during their passage
through the intestinal tract, In this article, we thoroughly reviewed the different encapsulation techniques of synbiotics. The mast
common were jonic gelation, emulsification, extrusion, spray drying, coacervation, freeze drying, and their combination in some
cases. These technigues focus on survival under gastrointestinal conditions. The aim of this work was to review the different
techniques of synbiotic encapsulation and discuss the effect of microencapsulation on viability and probiotic properties in
in vitro and in vivo models of microencapsulated synbiotics.

1. Introduction

Probiotics are defined as “live microorganisms which when
administered in adequate amounts confer a health benefit
on the host" [1]. They are commonly administered to
humans through foods [2]. However, probiotic viability
can be affected by the stress during food production and
storage (3, 4]. Factors such as presence of oxygen, high tem-
peratures, antimicroblals, und present microbiota, among
others intrinsic and extrinsic, can affect probiotic viability
[3]. There is a hostile environment in the gastrointestinal
tract (GIT) due to the low pH and the presence of salts
and enzymes [5]. Probiotics exert a beneficial effect in the
intestine when the concentration of viable cells is ~10"-

10" efw/day (considering 100 g or 100 ml of ingested food),
corresponding to ~10°-10" efu/g or ml in the product when
ingested [4, 6-10]. It must be noted that several clinical stud-
ies have proven that a mix of probiotics is better than only
one strain when improving the characteristics of the endog-
enous microbiota [5, 11, 12].

Prebiotics are defined as nondigestible food ingredients
that benefit the host by selectively stimulating growth and/
or the activity of one or more bacteria in the GIT [13]. Sup-
plementation with prebiotics can stimulate the growth of
probiotic bacteria hosted in the host’s intestine, including
administered probiotic strains [14, 15]. Carbohydrates, as
dietary fiber, are the most commonly used prebiotics to
stimulate growth and normal gut microbiota activity; they
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Prebiotics against Campylobacter jejuni

Abstract: The objectives of this research were to determine: (i) the ihibitory effect of four
strains of lactic acid bactena (LAB), with and without prebiotics (inulin or
fructooligosaccharides), agamst Campyiobacter jejuni, (1) the adherence properties of LAB
and C. jejuni, and (ii1) molecularly identify LAB T33, T38 and T39. Three of the four LAB
showed an inhibitory effect against C. jejuni, with diameters of mhibition between 8 and 13.5
mm. The T39 strain showed the highest inhibitory effect. In strain T33 there was an increase in
the inhibitory effect against C' jejuni with both prebiotics. The percentages of autoaggregation,
coaggregation and hydrophobicity were obtained from 19% to 45%, 22% to 25% and 2% to
88%, respectively. Strains T33, T38 and T39 were molecularly identified as Enrerococcus lactis
with 100% coverage and 100% identity. The results show the potential use of LAB in the
prevention or control of C. jefuni in food, animals or humans.

Keywords: Enterococcus, Inulin, Fructooligosaccharides, Inhubitory effect, C. fejuni

INTRODUCTION

Campylobacter 1s one of the main causes of bactenal gastroenteritis in humans. Data from Asia,
Africa, and the Middle East indicate that campylobacteriosis has become endemic in these
areas, especially in young children (Kaakoush et al. 2015). Furthenmore, the reported cases of
mfections caused by C. jejum and C. coli probably represent only a small proportion due to
underreporting, thus the number of Campylobacter mfections 1s greatly underestimated
{Wyszynska and Godlewska 2021). In 2019 n the European Union (EU), 220,682 confirmed
cases of human campylobacteriosis were registered (EFSA 2021). Patients infected with this
pathogen present with gastroenteritis of varying degrees, ranging from mild malaise and watery
diarthea to severe ulcerative colitis with bloody inflammatory diarthea. Campylobacter
mfections may also be associated with irmtable bowel syndrome (IBS) and colorectal cancer
(Myintzaw et al. 2021). Campylobacter strains are usually found in the gastromtestinal tract of
most warm-blooded animals, with birds, cattle, and pigs being the main reservoirs of these
bacteria, most of whom are asymptomatic carriers (Kim et al. 2021; Myintzaw et al. 2021;
Wyszynska and Godlewska 2021)
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