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RESUMEN 

En este trabajo se evaluó in vitro la capacidad inhibitoria de Lacticaseibacillus 
paracasei T40 y Enterococcus lactis cepas T33, T38 y T39 libres, en mezclas y 
encapsuladas y en combinación con inulina y fructooligosacáridos (FOS) contra 
Campylobacter jejuni y Helicobacter pylori los mejores resultados fueron evaluados 
in vivo. El efecto inhibitorio de las BAL contra los patógenos de estudio se realizó 
mediante la técnica de difusión en pozos, el encapsulamiento de las BAL se realizó 
empleando un secador por aspersión. Las microcápsulas fueron caracterizadas 
mediante la determinación del porcentaje de eficiencia de encapsulación, 
morfología (MEB), actividad de agua y humedad (%). También, se evaluó la 
viabilidad de las BAL encapsuladas con y sin prebiótico a condiciones controladas 
de almacenamiento por 30 días. Por otro lado, se evaluó la resistencia de las BAL 
encapsuladas con y sin prebióticos a pH similar al del estómago (pH 2 y 3) y al 0.3% 
de sales biliares concentración similar hallada en el intestino humano. Finalmente, 
las BAL encapsuladas con y sin prebiótico 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 días a ratones BALB/c, 
que posteriormente fueron infectados con una dosis única de C. jejuni. Las cuatro 
BAL presentaron efecto inhibitorio in vitro contra C. jejuni y H. pylori, con zonas de 
inhibición de 6.92±0.20 mm a 20.67±1.89 mm. Su efecto de vio potencializado en 
presencia de inulina o FOS como prebióticos. Por otro lado, al exponer las BAL 
microencapsuladas a pH 2 por 3h, la cepa T39 con inulina más FOS fue quien 
mantuvo la mayor sobrevivencia (8 Log UFC/g) y a pH 3 la cepa T38 con inulina fue 
quien presentó la mejor concentración (7 Log UFC/g). Lo mismo ocurrió cuando se 
expusieron estas dos cepas a sales biliares. Las tres cepas microencapsuladas de 
E. lactis con y sin prebiótico mantuvieron la viabilidad de sus células superior a 8 
Log UFC/g después de 30 días 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 TGI in vitro. Por tanto, estas cepas microencapsuladas 
fueron administradas en ratones. Después del sacrificio se realizó 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 podría contrarrestar 
la infección causada por C. jejuni. Los roedores infectados con C. jejuni y 
previamente administrados con antibiótico (5 mg/K de oxitetraciclina) presentaron 
un recuento de ~ 4 Log UFC/g de este patógeno 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 microencapsulación y 
los prebióticos protegen a las BAL cuando son expuestas a condiciones adversas 
del TGI en comparación con los tratamientos sin encapsular y sin prebiótico. 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 

 Incidencia de Campylobacter jejuni y Helicobacter pylori en humanos 

Campylobacter es una de las principales causas de la gastroenteritis bacteriana más 

frecuente en humanos. Los patógenos 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, África y Medio Oriente indican que la 

campilobacteriosis se ha vuelto endémica en estas áreas, especialmente en niños 

pequeños (Kaakoush et al., 2015). En el 2021 se reportaron 220,682 casos 

confirmados de campilobacteriosis humana (EFSA, 2021).No obstante, es probable 

que los casos reportados de infecciones causadas por C. jejuni y C. coli, represente 

solo una pequeña proporción debido a la falta de notificación; por tanto, el número 

de infecciones por Campylobacter muy probablemente está subestimado (Johnson 

et al., 2017; Wyszyńska & Godlewska, 2021). En 2019 en la Unión Europea (UE). 

En los Estados Unidos la infección por Campylobacter ha sido la enfermedad 

gastrointestinal transmitida entre animales y seres humanos más reportada desde 

el 2005, implicando costos socioeconómicos asociados calculados en varios miles 

de millones de dólares al año ya que en promedio cuesta más de 2,000 dólares el 

tratamiento de un caso (Libera et al., 2022; Maue et al., 2014). Los pacientes 

infectados con este patógeno 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 infección causada por 

Helicobacter pylori es uno de los factores determinantes en la incidencia del cáncer 

gástrico (CG) (Abdi et al., 2019). El CG se considera uno de los cánceres más 

comunes y se encuentra relacionado con infecciones bacterianas, se sabe que más 

del 60 % de los casos de CG están relacionados con una infección de H. pylori 

(Parkin, 2006). El CG ocupa el tercer lugar entre la mortalidad relacionada con el 
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cáncer, lo que significa más de 700,000 muertes por año en todo el mundo (Bakhti 

et al., 2020).  

La prevalencia de la infección causada por H. pylori se ha considerado como una 

de las infecciones más comunes tanto en los países 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 patógeno en Asia, América del 

Sur y en el sur y el este de Europa es del 50 %. En África el 100 % de los habitantes 

son portadores de H. pylori. Por otro lado, se ha reportado que solo un tercio de la 

población de América del Norte y Europa del Norte podría estar infectado (Ma & 

Wang, 2013). 

La infección por H. pylori es un fenómeno de carácter mundial, la prevalencia de la 

infección por H. pylori oscila entre el 50 y el 92.0 % puede variar entre países y entre 

poblaciones dentro del mismo país; dicha prevalencia está relacionada de manera 

importante con condiciones socioeconómicas, el origen étnico y geográficas de las 

personas infectadas, la coevolución 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 patologías tan severas que pueden causar C. jejuni y H. pylori es 

importante conocer aspectos generales de estas bacterias, así como el mecanismo 

de acción que emplean para causar enfermedad en el humano. 

1.1.1 Campylobacter jejuni 

Campylobacter es una bacteria Gram negativa, aerobia, microaerófila, móvil 

(Hernández-Cortez et al., 2013). La gastroenteritis causada por C. jejuni es el 

síndrome más común en los humanos, siendo el consumo de carne de ave 

contaminada la principal vía de infección (Balta et al., 2022; Hernández, 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 más 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 aún no se conocen por completo. Sin embargo, se ha 

identificado que los flagelos, la composición de lipooligosacáridos y la cápsula son 

esenciales para la colonización, la invasión 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 íleon distal y el colon,  

(Ketley, 1997). Cuando coloniza intestinos, C. jejuni expresa varios factores de 

virulencia, como quimiotaxis y proteínas 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 adhesión y la invasión dependen tanto de 

la motilidad como de la expresión flagelar, ya que los mutantes de C. jejuni con 

motilidad disminuida debido a flagelos paralizados muestran una adhesión reducida 

o ninguna invasión, lo que indica que mientras los flagelos están involucrados en la 

adherencia, otras adhesinas están involucradas en la internalización (Kumar et al., 

2016).  

1.1.2 Helicobacter pylori 

Helicobacter pylori es una bacteria Gram negativa, curva, espiriforme, móvil, no 

fermentadora y no oxidante  mide de 2.5 a 4 μm de longitud por 0.5 a 1 μm de ancho, 

con un conjunto de flagelos (de 4 a 8) en uno de sus extremos. Además, esta 

bacteria es considerada como el primer carcinógeno bacteriano reconocido 

formalmente y es uno de los patógenos que infecta en mayor medida a los humanos, 

ya que más de la mitad de la población mundial está colonizada con esta bacteria 

Gram negativa. A menos que se trate, la colonización suele persistir toda la vida 

(Krzyzek & Gościniak, 2018). 

La infección por H. pylori se inicia con una gastritis crónica, que puede originar 

complicaciones como el desarrollo de úlcera péptica, adenocarcinoma y linfoma 

gástrico; estos dos últimos se desarrollan en una minoría en personas infectadas 

por la bacteria y predominan en hospederos adultos (Sgouras et al., 2015). 
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El hábitat natural de H. pylori se encuentra en el estómago, por debajo de la capa 

mucosa gástrica, donde el pH se aproxima a la neutralidad. El mecanismo que utiliza 

para protegerse de ese pH ácido durante la colonización se basa en acumular una 

gran cantidad de ureasa en el citoplasma, en el espacio periplásmico y en la 

superficie de la bacteria. La ureasa es una metaloenzima que hidroliza la urea, 

presente en el estómago, en amonio y dióxido de carbono (Figura 1). El amonio 

producido aumenta el pH, elevándolo hasta 6 o 7 en su entorno y neutralizando el 

ácido clorhídrico del estómago, lo que ocasiona aclorhidria transitoria, con un pH 

gástrico neutro; propiciando un microambiente que le permite sobrevivir mientras se 

mueve para llegar al epitelio gástrico (Cervantes-García, 2016).  

 

Figura 1. Mecanismo de acción de la ureasa (Cervantes-García, 2016). 

Por otro lado, la ureasa y el amonio tienen una función importante en la respuesta 

inmune del hospedero debido a que el amonio actúa de manera quimiotáctica 

activando los monocitos y linfocitos polimorfonucleares e induciendo la liberación de 

citosinas, lo que ocasiona una respuesta inflamatoria que contribuye al daño del 

epitelio gástrico (Mobley, 1996).  

Además, el amonio (NH4
+) liberado produce una serie de daños que afectan la 

microcirculación a las células epiteliales superficiales y originan necrosis del tejido 

profundo. Así mismo, colabora en el desarrollo de la gastritis atrófica crónica 

humana y facilita el incremento de infecciones virales y la carcinogénesis 

(Bauerfeind et al., 1997). 

La bioquímica de la enzima ureasa revela una extraordinaria eficacia hidroeléctrica 

que le permite actuar aún con las escasas concentraciones de urea que existe en 

el estómago. Además, en el año 2000, se describió una proteína que fue nombrada 
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ure1, miembro de las amidoporinas, que regula la transferencia de urea externa del 

epitelio gástrico, hacia el citoplasma de la bacteria, mediante canales o compuertas 

transportadoras específicas que atraviesan la membrana celular, de tal manera que 

cuando el medio externo es excesivamente ácido, los canales incrementan 

notablemente la entrada de urea al citoplasma bacteriano, aumentando la 

producción 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). 

 Tratamientos para combatir C. jejuni y H. pylori 

La infección causada por C. jejuni y H. pylori afecta hasta el 50% de la población a 

nivel mundial, y especialmente a países subdesarrollados, la preocupación 

creciente por erradicar estos microrganismo patógenos es prevalente ya que puede 

alcanzar una prevalencia hasta del 90% en la población adulta (Sierra et al., 2014). 

Se han establecido diversos tratamientos farmacológicos que permitan disminuir la 

incidencia de estos patógenos en humanos. En los apartados siguientes se 

describen parte de los tratamientos empleados. 

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

Las infecciones por Campylobacter requieren tratamiento con antibióticos. Los 

macrólidos (como la azitromicina y la eritromicina) son los fármacos de elección para 

el tratamiento clínico de C. jejuni (Wieczorek & Osek, 2013). Se han sugerido 

tetraciclinas y fluoroquinolonas (ciprofloxacina) como fármacos alternativos en el 

tratamiento de la campilobacteriosis clínica, y es posible que se requiera una 

inyección intravenosa de aminoglucósidos (gentamicina) en casos sistémicos más 

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

En los últimos años, en todo el mundo se ha informado de un aumento en la 

resistencia de Campylobacter spp. a los antibióticos producida mediante 

mutaciones espontáneas y transferencia horizontal de genes a través de la 

transformación, transducción y conjugación naturales (Hlashwayo et al., 2020; 

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

animales (Marshall & Levy, 2011).  

La aparición de estas cepas resistentes en alimentos de origen animal es una 

importante amenaza para la salud pública (Elhadidy et al., 2020). En diversos 

estudios se ha revelado que los pacientes infectados con especies de 

Campylobacter resistentes a los antibióticos sufren una diarrea de mayor duración, 

en comparación con aquellos que están infectados con cepas sensibles a los 

antibióticos (Nelson et al., 2004). 

Por otro lado, existen diferentes terapias para el tratamiento de H. pylori entre las 

que destacan la terapia triple estándar, constituida sobre todo por un inhibidor de 

bomba de protones (BIP) además de 2 a 3 antibióticos (amoxicilina o claritromicina 

o metronidazol/tinidazol), la terapia cuádruple con bismuto (BIP, bismuto, 

tetraciclina y metronidazol), la triple con levofloxacino (BIP, levofloxacino y 

amoxicilina), la terapia secuencial (BIP más amoxicilina seguido de BIP, 

claritromicina y metronidazol o tinidazol) y la terapia concomitante o cuádruple sin 

bismuto, constituida por BIP, claritromicina, amoxicilina y metronidazol (O’Morain et 

al., 2018). Actualmente, existe una disminución constante en las tasas de 

erradicación de H. pylori empleando la triple terapia estándar en poblaciones adultas 

y pediátricas que van de 75 al 55% entre 2009 y 2014 (Kutluk et al., 2014).  

Con la disminución de las tasas de erradicación de H. pylori, se están estudiando y 

evaluando nuevas alternativas terapéuticas. Recientemente, se ha propuesto el uso 

de suplementos probióticos para prevenir y tratar diversas afecciones 

gastrointestinales, incluidos los efectos secundarios inducidos por antibióticos, 

como diarrea. Y que a su vez los probióticos puedan actuar como coadyuvantes a 

los tratamientos terapéuticos además de aumentar la tolerabilidad de la medicación 

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

Una variedad de bacterias acido lácticas (BAL) del género Lactobacillus spp. y 

Enterococcus spp. así 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 probiótico Lactobacillus spp. produjo ácido láctico que 

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

1.2.2 Tratamiento coadyuvante con probióticos contra C. jejuni  

La infección de C. jejuni en humanos puede ocurrir después de la ingestión de tan 

solo 500 células de Campylobacter (Robinson, 1981). Según 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 ingestión de aves de corral contaminadas es la principal vía de infección 

en países  considerados desarrollados, la ingestión de agua contaminada es 

comúnmente responsable de las infecciones por Campylobacter en países 

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 colonización 

aviar (Meunier et al., 2016). Dado que se ha predicho que la disminución de la 

colonización en aves de corral por Campylobacter en 2 log10 reducirá las infecciones 

humanas en 30 veces, muchas investigaciones se han centrado en comprender la 

colonización de aves de corral por Campylobacter, ya que incluso una pequeña 

reducción podría tener un impacto enormemente positivo en la salud de los 

humanos (Rosenquist et al., 2003). Derivado de esta problemática, es importante la 

búsqueda 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 probióticos para 

combatir C. jejuni. Otro grupo de investigadores (Wine et al., 2009) reportó que la 

cepa R0052 de Lactobacillus helveticus redujo la invasión de C. jejuni 81-176 y C. 

jejuni 11168 de las células T84 en un 41 y 35%, respectivamente. En esta 

investigación se observó que L. helveticus se adhirió a las células epiteliales, lo que 

sugiere que la exclusión competitiva puede haber contribuido a la reducción de la 

invasión de C. jejuni (Wine et al., 2009). Otro estudio informó que múltiples cepas 
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de Lactobacillus inhibieron el crecimiento de C. jejuni in vitro debido a la producción 

de ácido orgánico por estos microorganismos (Bratz et al., 2015). 

Según un meta-análisis realizado con 34 estudios aleatorios, de doble ciego y 

controlados con placebo, la administración de probióticos redujo la diarrea causada 

por C. jejuni en un 52%, efecto beneficioso que también se demostró en la diarrea 

“del viajero”, en donde el riesgo de padecerla se redujo en un 8%. Además, todas 

las cepas evaluadas (S. boulardii, L. rhamnosus GG, L. acidophilus y L. bulgaricus), 

tanto en combinación como por separado, mostraron un efecto similar (Allen et al., 

2011). 

Los ejemplos anteriores sugieren que  el uso de probióticos parecer ser una terapia 

prometedora para combatir a H. pylori y C. jejuni. 

1.2.3 Tratamiento coadyuvante con probióticos contra H. pylori 

Aunque se han estudiado una gran variedad de especies de BAL con potencial 

probiótico, los géneros de Lactobacillus, Bifidobacterium y Saccharomyces siguen 

siendo los más comúnmente estudiados (Homan & Orel, 2015). Los probióticos 

actúan en numerosas vías, y se han documentado algunos mecanismos 

inmunitarios como no inmunitarios (Ruggiero, 2014). 

Gong et al. (2015), indicaron probabilidades más bajas de erradicación de H. pylori 

con la terapia triple sola, en comparación con la terapia triple con suplementos de 

probióticos. También se observaron reducciones significativas de los efectos 

secundarios, como náuseas, vómitos, distensión abdominal, dolor epigástrico, 

diarrea, estreñimiento, distorsión del gusto y erupción cutánea. 

Lactobacillus spp. se recomienda como un complemento al tratamiento estándar 

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 ácido láctica 

Lactobacillus paracasei HP7 aislada de kimchi (un platillo de verduras fermentadas 
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ampliamente consumido en Corea), tenía efectos inhibidores contra H. pylori tanto 

en ensayos in vitro como en ensayos in vivo. 

 Probióticos 

Los probióticos se definen como microorganismos viables (bacterias o levaduras) 

que, cuando se ingieren en cantidades suficientes, ejercen diversos efectos 

benéficos en la salud del huésped. Entre los microorganismos probióticos 

conocidos, se encuentran los géneros de bacterias ácido lácticas (BAL) como, 

Lactococcus, Lactobacillus, Streptococcus, Enterococcus además de 

Bifidobacterium. Estas bacterias tienen un largo historial de uso seguro (Doron & 

Snydman, 2015; Maria Rosa Machado, 2015). Los probióticos poseen la capacidad 

de soportar condiciones poco favorables en el cuerpo humano (por ejemplo, 

enzimas salivales, bajo pH y jugos gástricos), 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 probióticas en alimentos funcionales fermentados, el 

mercado de productos biofuncionales necesita continuamente la aplicación y la 

diversificación de los productos disponibles. Con este fin, se han realizado un 

número creciente de estudios científicos orientados a la selección de nuevas cepas 

con propiedades funcionales diferentes y específicas. Continuamente se identifican 

nuevos microorganismos como levaduras, y BAL  con elevado potencial probiótico. 

En la actualidad se están utilizando nuevas fuentes de aislamiento de 

microorganismos probióticos, como diferentes productos lácteos, frutas, cereales y 

de los desechos agroindustriales (Vinícius et al., 2018).  

Debido a la gama de funciones y aplicaciones tecnológicas de los probióticos, la 

selección y evaluación de nuevos candidatos a probióticos requiere un enfoque 

integral que incluya múltiples pasos. Antes del 2002, no existía ninguna 

reglamentación internacional para evaluar y respaldar  la eficacia y la seguridad de 

los microorganismos probióticos, debido a ello, la Organización de las Naciones 

Unidas para la Agricultura y la Alimentación y la Organización Mundial de la Salud 

(FAO/OMS) publicaron las "Directrices para la evaluación de los probióticos en los 
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alimentos", en las que se establecían normas de seguridad y eficacia para los 

probióticos (Pineiro & Stanton, 2007). En esta directriz se sugieren varios criterios 

para la selección de probióticos, entre ellos la resistencia a las condiciones 

desfavorables presentes en el cuerpo humano, la capacidad de adhesión al epitelio, 

la actividad antimicrobiana y la evaluación de la seguridad.  

En los últimos años se han desarrollado pruebas para demostrar la relación de los 

microorganismos probióticos con aspectos integrales de la salud y el bienestar de 

los seres humanos, llevando así a nuevas estrategias para la selección de 

probióticos (Vinícius et al., 2018). Entre estas pruebas destacan algunos métodos 

para evaluar las propiedades biológicas de los probióticos, como diversos efectos 

anticancerígenos, antidepresivos, antiobesidad, antidiabéticos y la regulación de los 

niveles de colesterol, así como aspectos de seguridad relativos a la virulencia, 

toxicidad, y resistencia a los antibióticos y la transferencia de esta resistencia 

(Hanchi et al., 2018). 

1.3.1 Selección de probióticos 

Para la selección de microorganismos probióticos se requiere un enfoque crítico y 

sistemático utilizando una estrategia similar a la que se muestra en la Figura 2. En 

la mayoría de los estudios, debido al gran número de cepas aisladas es necesario 

utilizar un "enfoque por etapas", que consiste en una secuencia de pruebas para 

reducir progresivamente el número de candidatos a probióticos. Al final de este 

procedimiento, las cepas que presentan el mayor número de propiedades 

funcionales simultáneamente, sin ningún rasgo negativo, se seleccionan como 

probiótico (Vinícius et al., 2018). 

El microorganismo en cuestión debe estar perfectamente caracterizado a nivel de 

género, especie y cepa, también deberá depositarse en una colección de cultivos 

internacionales reconocidos (Felis et al., 2009). Además de cumplir con algunas 

otras características como: 1) ser seguro para el hospedador, determinado mediante 

ensayos in vitro y/o en animales de experimentación 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 selección utilizados para la caracterización de las cepas de 
probióticos según la OMS/FAO y otros estudios de Divya et al. (2012); Fiorda et al. (2016); 
Luna & Foster (2015); Maragkoudakis et al. (2006) y Yang & Chang (2010). 

que las células no viables pueden mediar algunos efectos beneficiosos a nivel 

fisiológico, 3) ser capaz de sobrevivir a su paso por el tracto gastrointestinal, 

determinándolo mediante una serie de pruebas estándar; resistencia al pH gástrico 

y a sales biliares, 4) capacidad de adhesión a la mucosa y/o células epiteliales 

humanas, de líneas celulares o de amínales de experimentación,  5) deben 
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proporcionar algún beneficio fisiológico demostrado directamente en animales o en 

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

Dentro los microorganismos considerados como probióticos en mayor medida 

encontramos aquellos que pertenecen al grupo de bacterias ácido lácticas o BAL. 

En el apartado siguiente se describen algunas características de estas BAL. 

1.3.2 Bacterias Ácido Lácticas (BAL) 

Las bacterias ácido lácticas se encuentran entre los grupos de bacterias más 

relacionadas con los humanos; se encuentran ampliamente distribuidas en la 

naturaleza y en numerosos hábitats 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 identificación de bacterias ácido lácticas a partir de 

matrices crudas como granos y cultivos así como de alimentos naturalmente 

fermentados (productos lácteos, cereales, frutas y verduras) está bien documentado 

(Tamang et al., 2016). 

Se ha informado el hallazgo de numerosos géneros/especies de BAL en relación 

con diversos alimentos y bebidas fermentadas en todo el mundo, que han 

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

La mayoría de las bacterias probióticas que se utilizan hoy en día (Tabla 1) 

pertenecen al grupo de BAL destacando los géneros Lactobacillus (clasificación 

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 

probióticas. Sin embargo, existen productos probióticos 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 continuación, se describen algunas de las cepas BAL y bifidobacterias 

comúnmente empleadas como probióticos.   
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Tabla 1. Especies de BAL y bifidobacterias comunmente empleadas como probióticas. 

Lactobacillus spp. Bifidobacterium spp. Enterococcus spp. Streptococcus spp. 

L. acidophilus  B. bifidum Ent.faecalis S. cremoris 

L.casei 

Ent.faecium  

B. adolescentis  S. salivarius 

L. delbrueckii ssp. 

(bulgaricus) 

B. infantis  S. intermedius 

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 patógenos, su capacidad de colonización y adhesión al epitelio 

intestinal o el mecanismo por el cual producen una reducción en situaciones de 

intolerancia a la lactosa (Sebastián Domingo, 2017). 

El género que ha sido más estudiado como probióticos de este grupo (Tabla 1) es 

Lactobacillus. Se han desarrollado diversas pruebas para determinar sus efectos 

benéficos.  

 Efectos benéficos en la salud del huésped tras la administración de 

probióticos  

Al pasar de los años, se ha atribuido a los microorganismos probióticos 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 administración de probióticos es la 

reducción de la intolerancia a la lactosa, ya que reduce los síntomas de inflamación 

o hinchazón, posiblemente como consecuencia de la presencia de la lactasa 

presente en las bacterias acido lácticas, mejorando así la digestión de la lactosa  

(de Melo Pereira et al., 2018). 

Dentro de los beneficios que aportan los probióticos está 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 

probiótico podría remediar la inflamación a través de su interacción con la microbiota 

autóctona. De esta manera los probióticos estimulan la motilidad intestinal, 

facilitando con ello la expulsión de bacterias, enzimas, y moléculas 

procarcinogénicas, favoreciendo condiciones saludables y reduciendo el riesgo de 

padecer infecciones y cáncer (Reyes Esparza & Rodríguez Fragoso, 2012). (Allen 

et al., 2011; Vasiljevic & Shah, 2008) 

Por otro lado, las cepas de probióticos han demostrado ejercer efectos 

anticancerígenos por múltiples mecanismos, entre ellos: i) la producción de 

compuestos con actividad anticancerígena, ii) la unión y degradación de los posibles 

mutágenos, iii) la reducción de la actividad de las enzimas que intervienen en la 

formación de carcinógenos, iv) la reducción de las micotoxinas genotóxinas, 

inmunosupresores y nefrotóxinas, v) la inhibición de la proliferación de células 

tumorales, y vi) la inducción de la apoptosis en las células cancerosas (Commane 

et al., 2005; Ewaschuk et al., 2006; Kumar et al., 2013). 

Los microorganismos probióticos también están dirigidos al control de patógenos 

gastrointestinales como H. pylori y C. jejuni algunos de sus mecanismos empleados 

incluyen: estimulación del sistema inmune; competición por los receptores o sitios 

de adhesión y los nutrientes así como factores de crecimiento; cambios en el pH del 

medio debido a la producción de ácidos orgánicos, además de facilitar la reparación 
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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 probióticas con efectos benéficos 

a la salud 

En los últimos años, se ha reconocido el importante papel de las bacterias 

probióticas en el mantenimiento de la homeostasis dentro de ecosistemas 

dinámicos como los tractos gastrointestinal y urogenital, así como en la prevención 

de la colonización e infección causada por microorganismos patógenos (Boris & 

Barbés, 2000) . Algunos lactobacilos desempeñan un papel protector al producir 

compuestos como peróxido de hidrógeno, ácidos orgánicos dentro de los que 

destaca el ácido láctico,  diacetilo, reuterina, bacteriocinas y biosurfactantes, que 

inhiben el crecimiento de patógenos potenciales (Pascual et al., 2008). Además, los 

lactobacilos inhiben los patógenos por exclusión competitiva de los receptores 

presentes en la superficie de las células epiteliales y por coagregación con ellos, lo 

que contribuye a crear una barrera que previene la colonización por patógenos 

(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 probióticos 

(Zuo et al., 2019).  

Recientemente, se ha reportado que las bacterias probióticas 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 (C6H11N3O2) presentando efecto 

inhibidor significativo sobre cepas tanto Gram positivas como Gram negativas, 

incluidos los patógenos de resistencia a múltiples fármacos como H. pylori y C. 

jejuni. También mostró buena estabilidad térmica y resistencia a las enzimas 

proteolíticas; sin embargo, solo fue activo en condiciones ácidas. El descubrimiento 

agrega un nuevo tipo de compuesto antimicrobiano producido por bacterias ácido 

lácticas. 



 

27 
 

El interés científico que se tiene sobre el uso de probióticos, está vinculado a su 

efecto en el sistema inmune y los procesos biológicos y bioquímicos que ocurren en 

el intestino, mismos que estimulan, regulan e inducen diversos efectos biológicos 

en el sistema inmunológico a través de la interacción local con el tejido linfoide 

asociado al intestino. En este sentido, la evidencia reciente sugiere que el intestino 

desempeña 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). 

 Estimulación del sistema inmune por probióticos 

El efecto inmunoestimulador de los probióticos se produce al aumentar la secreción  

de inmunoglobulinas, fagocitosis de patógenos y/o la producción de citoquinas 

(Rocha-Ramírez et al., 2017). Estos mecanismos están 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 inmunosupresión inducida por probióticos 

puede ser evaluada desde la producción de células secretoras de IgA e IgM, 

incluyendo IFN-γ, IL-1, TNF- α, IL-10, IL-12, IL-18, y TGF-β (Lammers et al., 2003). 

1.5.1 Mecanismos inducidos por los probióticos para estimular el sistema 

inmunológico 

Algunos autores han demostrado que sólo algunos fragmentos de la bacteria 

probiótica, y no toda la bacteria, son internalizados dentro de las células epiteliales 

intestinales (CELs). Como consecuencia, las CELs inician una compleja red de 

señales que estimulan las células inmunes asociadas a la lámina propia y activan 

principalmente la respuesta innata y liberación de citoquinas por las células T 

(Galdeano & Perdigón, 2004). Se ha demostrado que los probióticos fortalecen la 

barrera intestinal al aumentar la cantidad de células caliciformes que refuerzan la 

capa de moco (de Moreno et al., 2008). Además, en diversas investigaciones se ha 

demostrado que varias especies de Lactobacillus aumentan la expresión de checar 
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el espacio que queda libre mucina en líneas celulares intestinales humanas (Mack 

et al., 2003; Maldonado et al., 2019).  

Como se puede observar en la Figura 3, las bacterias probióticas 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 

Figura 3. Mecanismos inmunomoduladores ejercidos por las bacterias probióticas en la 
mucosa intestinal (Maldonado et al., 2019) 
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microambiente en la lámina propia del intestino, permitiendo la expansión clonal de 

las células B para producir IgA. Al mismo tiempo, las citoquinas estimuladas por las 

bacterias probióticas conducen a la expresión de células Treg (Foxp3+) que 

mantienen la homeostasis inmune en la mucosa intestinal (Aragon et al., 2015). 

Posteriormente, los macrófagos de las placas de Peyer (PP) liberan citoquinas 

después de la estimulación de la bacteria probiótica. Después de la estimulación 

probiótica, los macrófagos distantes del TGI como los del peritoneo y el bazo, 

aumentan su funcionalidad (producción de citoquinas, fagocitos y actividad 

microbicida) reforzando la respuesta inmune innata (Maldonado et al., 2019; Gómez 

et al., 2016). 

Otras células importantes que juegan un papel fundamental en la barrera epitelial 

son las células de Paneth. Los probióticos tienen importantes efectos sobre estas 

células, aumentando su número en las criptas intestinales con el objetivo de reforzar 

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

El tiempo de permanencia de las bacterias probióticas en el lumen intestinal (72 h) 

es suficiente para inducir cambios en las células inmunes del intestino, aumentando 

el número de macrófagos y células dendríticas (CD) de la lámina propia, y 

mejorando su funcionalidad, lo que se refleja en la producción de citoquinas 

(Maldonado et al., 2019). 

Es importante señalar que la activación de las células inmunitarias no altera la 

homeostasis intestinal, probablemente por la activación de las células reguladoras 

que mantienen un entorno tolerógeno. Estos hechos garantizan la seguridad del 

consumo de probióticos durante largos períodos de tiempo sin efectos adversos. El 

microambiente de citoquinas generado por las células inmunes en respuesta a los 

probióticos favorece un aumento de las células IgA+ intestinales (Shah & Swami, 

2017). 

Debido a lo expuesto anteriormente, los probióticos presentan una capacidad 

importante para estimular el sistema inmunológico. Por tal motivo son empleados 

con éxito en tratamientos profilácticos o terapéuticos de varias enfermedades 

referidas a trastornos gástricos, síndromes inflamatorios, síndrome del colon 
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irritable, cáncer gástrico o infección causadas por H. pylori y C. jejuni  (García et al., 

2009; Gotteland et al., 2006; Hütt et al., 2009).  

Para que los microorganismos probióticos puedan ejercer eficazmente su actividad 

es de suma importancia considerar la adición de ciertos micronutrientes que 

potencialicen su actividad como lo son los prebióticos, ya que estos estimulan el 

crecimiento de diferentes bacterias intestinales autóctonas, así como la activación 

del metabolismo de la microbiota intestinal, lo que confiere un efecto benéfico para 

la salud del huésped. La combinación de probióticos y prebióticos puede superar 

algunas posibles dificultades en la supervivencia de los probióticos en el TGI 

además de combatir diversos enteropatógenos. 

 Prebióticos 

Los prebióticos son carbohidratos no digeribles que actúan como un sustrato 

nutritivo para estimular el crecimiento y metabolismo de ciertas bacterias (Ghouri et 

al., 2014). Mientras que los probióticos se introducen como bacterias exógenas en 

la microbiota del colon, los prebióticos tienen como objetivo modular la microbiota 

luminal endógena mediante la estimulación selectiva. Los prebióticos suelen 

estimular el crecimiento de bacterias promotoras de la salud ya presentes en el 

colon. Por ejemplo, diferentes carbohidratos digeribles, como los 

galactooligosacáridos (GOS), pueden estimular bifidobacterias presentes en el 

intestino,  donde posteriormente estos microorganismos fermentaran estos 

azucares produciendo diversos ácidos grasos de cadena corta (Bouhnik et al., 

2004). En teoría, el resultado neto de la administración prebiótica puede ser similar 

al de la administración probiótica. Sin embargo, el efecto de los prebióticos puede 

estar presente durante varias semanas después de la administración, mientras que 

el efecto de los probióticos es generalmente más corto. (Ballongue et al., 1997). 

Actualmente existe controversia sobre qué compuestos pueden considerarse como 

prebióticos y cuáles no. (Bindels et al., 2015). Uno de los calificadores clave para 

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

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

carbohidratos que constituyen prebióticos potenciales. Se pueden mencionar las 
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siguientes posibles fuentes: semillas de chía, alcachofas, almendras ajo, cebolla, 

raíces de achicoria, vegetales verdes, legumbres, así como avena, linaza, cebada 

y trigo (Markowiak & Ślizewska, 2017). De estas fuentes naturales, la raíz de 

achicoria fresca contiene el 68% de inulina, el mucílago de chía crudo estimula el 

crecimiento de los microorganismos del colon, los oligómeros presentes en la 

alcachofa muestran un efecto prebiótico al promover el crecimiento de microbios 

probióticos (A. P. Kaur et al., 2021). Algunos prebióticos producidos artificialmente 

son: lactulosa, GOS, fructooligosacáridos (FOS), maltooligosacáridos, 

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

1.6.1 Metabolismo de prebióticos  

El intestino grueso, en comparación con otras zonas del tracto gastrointestinal, es 

un ecosistema muy complejo que contiene un gran número de microorganismos que 

se denominan microbiota intestinal. El medio es favorable para el crecimiento de 

bacterias (benéficas y patógenas) debido al pH cercano a la neutralidad, a la alta 

disponibilidad de nutrientes, así como al tránsito 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 ingestión de un alimento con características prebióticas, se origina una serie 

de gases tales como hidrógeno (H2), bióxido de carbono (CO2) y metano (CH4) que 

no tienen efectos negativos, con la excepción de producir flatulencia e hinchazón; y 

ácidos grasos de cadena corta (AGCC) como acetato, butirato y propionato, 

principalmente, además 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 energía). Ciertos componentes de la microbiota 

producen etanol que es metabolizado rápidamente por otras bacterias intestinales 

y no ejerce ningún efecto en el huésped. Además, se genera sulfuro de hidrógeno 

(SH2), que puede reaccionar fácilmente y tener efectos negativos en el intestino, 

también se pueden producir ácidos grasos de cadena ramificada (AGCR) tales 

como isobutirato, isovalerato. También puede producirse amoníaco (NH3), tioles, 
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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 producción 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 síntesis de la inmunoglobulina A (IgA), la cual 

activa directamente la acción fagocítica de los macrófagos intra-inflamatorios 

(Hirayama et al., 2018). Diversos estudios han destacado el potencial de los 

prebióticos para modular la expresión de citocinas. En un estudio realizado por Cani 

et al. (2009), se observó que los carbohidratos prebióticos tuvieron un efecto 

reducido en la expresión de marcadores de estrés oxidativo de inflamación, y un 

aumento en la producción de citocinas proinflamatorias (INF-γ, IL-1a, IL-1b, IL-6 y 

TNF-α) en ratones obesos  

1.6.2 Algunos de los prebióticos más comunes 

1.6.2.1 Fructooligosacaridos (FOS) 

Los FOS son oligosacáridos bien documentados con respecto a su efecto sobre las 

bifidobacterias intestinales y se consideran importantes prebióticos. 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 mayoría de las especies de 

bifidobacterias son expertas en la utilización 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 β (2-1), y terminan en glucosa (Mutanda et 

al., 2014). En la síntesis de FOS a partir de sacarosa, la enzima fructosiltransferasa 

juega un papel clave, mostrando actividad hidrolítica a baja concentración de 
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sacarosa y actividad de transfructosilación a concentraciones altas. Los FOS 

resultantes contienen de 2 a 4 residuos de fructofuranosilo con enlaces β-(2–1) y 

tienen glucosa en el extremo terminal unida por un enlace α-(1–2) (A. P. Kaur et al., 

2021).Los FOS pueden ser inulina despolimerizada enzimáticamente o producidos 

a partir de sacarosa por transfructosilación (Carlson et al., 2018; Goh et al., 2006) 

esto debe ir en la introducción 

Los FOS tienen aplicaciones comerciales como suplementos en alimentos, siendo 

considerados nutracéuticos. Además, los FOS son empleados como ingredientes 

funcionales en la industria ya que parecen ser una buena alternativa de ingrediente 

prebiótico (Rolim, 2015). También se utilizan en la producción de helados, 

mermeladas y productos de confitería (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 está presente en 

más de 36,000 especies de plantas. Químicamente, la inulina es un polidisperso β- 

(2,1) fructano. Las unidades de fructosa en la mezcla de polímeros de fructosa 

lineales y oligómeros son unidos por enlaces β- (2,1). Una molécula de glucosa 

típicamente reside en el final de cada cadena de fructosa y está unido por un enlace 

α- (1, 2), similar a la sacarosa. Las longitudes de cadena de estos fructanos varían 

de 2 a 60 unidades con un grado medio de polimerización de 10 (Flickinger et al., 

2003). La mayoría de la inulina disponible comercialmente hoy se extrae de las 

raíces de achicoria (Gibson & Roberfroid, 1995).  

La incapacidad del sistema digestivo humano para hidrolizar los fructanos se debe 

a la falta de enzimas hidrolíticas capaces de romper los enlaces β. Sin embargo, 

ciertas bacterias, como Lactobacillus, pueden degradar estos enlaces, modulando 

así la composición y actividad de la microflora intestinal y promoviendo el 

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

1.6.2.3 Galactooligosacáridos 

Los galactooligosacáridos (GOS) se conforman por oligolactosa, oligogalactosa y 

oligogalactosilactosa. La lactulosa de la leche de vaca, transformada mediante 
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transglicosilación e isomerización, se convierte en GOS (Martins et al., 2019). Estos 

actúan como prebióticos al no ser digeridos enzimáticamente por tanto son 

fermentados en el intestino por bifidobacterias. Los GOS se clasifican en dos 

subcategorías, con exceso de galactosa en C3, C4 o C6, y los sintetizados a partir 

de lactosa mediante transglicosilación enzimática (Torres et al., 2010). La síntesis 

de los GOS se puede realizar de manera electrófila y nucleofílica, este método 

resulta poco rentable a escala industrial. La galactosidasa y la galactosiltransferasa 

son enzimas operativas en la formación de GOS, siendo la galactosiltransferasa la 

empleada en la síntesis a gran escala (Gänzle, 2012). Sin embargo, esta vía es 

costosa, al requerir nucleótidos de azúcar como donantes (Weijers et al., 2008). Por 

ende, para reducir costos, se utilizan comúnmente oligosacáridos de leche humana 

y la producción de globotriosa (Corona et al., 2021). Un estudio in vivo reveló que el 

efecto de los Bimuno® GOS (B-GOS®) en las bacterias intestinales de personas 

mayores, mejoró sustancialmente el número de Bacteroides y bifidobacterias en el 

intestino (O’Callaghan & van Sinderen, 2016). 

La inulina y los fructooligosacáridos (FOS) son prebióticos ampliamente estudiados 

y reconocidos debido a su capacidad para ser selectivamente utilizadas por la 

microbiota intestinal, confiriendo así beneficios a la salud. Además de los bajos 

costos de producción a gran escala. 

 Efecto sinérgico de prebióticos y probióticos como inhibidores de C. 

jejuni y H. pylori  

Los prebióticos, 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 sí mismos, los prebióticos disminuyeron 

significativamente la cantidad de Campylobacter cuando se usaron en combinación 

con tres especies de probióticos (Arsi et al., 2015). Estudios similares respaldaron 

estos resultados en los que las cargas de Campylobacter se redujeron en presencia 

de una combinación de prebióticos y probióticos (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 combinación de algunas cepas de Bacillus y Lactobacillus spp. con 

prebióticos como fructooligosacárido (FOS) o mananooligosacárido (MOS) para 

inhibir a C. jejuni en aves de corral, encontrando que aquellos tratamientos en los 

que únicamente se administraron los prebióticos no se redujo la presencia del 

enteropatógeno. Sin embargo, al administrar la combinación de Bacillus, 

Lactobacillus y MOS (0.04%) en la alimentación de las aves se redujo la 

concentración de C. jejuni. Los resultados de este estudio indican que la selección 

y administración de aislados bacterianos en combinación con prebióticos 

seleccionados puede reducir los recuentos de Campylobacter entérico en aves de 

corral.  

Un estudio realizado por Lau et al. (2016), demostró que la adición de probióticos a 

la terapia triple se asocia con un aumento del 13.8 % en la posibilidad de erradicar 

la infección por H. pylori en comparación con la terapia triple sola. Además, los 

probióticos han mostrado una disminución significativa de los efectos secundarios 

(Gong et al., 2015). 

A pesar de las mejoras en la erradicación de H. pylori con probióticos como 

coadyuvantes, se ha demostrado que el uso de probióticos 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 inhibía 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 probiótico disminuyó la densidad de la carga bacteriana, pero la 

erradicación completa no tuvo éxito. Wang et al. (2004), estudiaron a pacientes 

adultos que tomaban terapias probióticas multiespecíficas que incluían L. 

acidophilus y concluyeron una disminución en los valores de la prueba de aliento 

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

Para garantizar que las bacterias probióticas lleguen integras al tracto 

gastrointestinal del huésped es importante hacer uso de tecnologías de 

encapsulación, para mantener un nivel adecuado de sobrevivencia al ser expuestas 
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a condiciones adversas. Además, de considerar incluir algún prebiótico que podría 

potencializar el efecto inhibidor de los probióticos contra microorganismos 

enteropatógenos como H. pylori y C. jejuni. 

 Microencapsulación de probióticos 

Para atrapar cualquier sustancia en un material y producir partículas que tienen un 

diámetro de unos pocos nanómetros a unos pocos milímetros, se lleva a cabo la 

encapsulación. La encapsulación es un proceso fisicoquímico o mecánico (Chen & 

Chen, 2007) y la sustancia que está encapsulada se conoce como núcleo. El 

término "recubrimiento" o "cubierta" se utiliza para la matriz en que el material del 

núcleo se dispersa. El material de soporte es tal que puede formar una barrera para 

proteger la sustancia encapsulada. La encapsulación de las células probióticas 

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 más comunes son el tipo de 

depósito y el tipo matriz. En el primer tipo, hay un caparazón alrededor del material 

central y por lo tanto, el término "cápsula". En el segundo tipo, el agente activo se 

dispersa sobre el material portador que también se puede encontrar en la superficie. 

La encapsulación finalmente imparte una estructura, permitiendo la creación de 

nuevas funciones o sistemas innovadores para productos probióticos (Neufeld & 

Poncelet, 2004).  

Al encapsular el probióticos, surgen dos tipos de problemas, uno se debe a su 

tamaño (generalmente con un diámetro entre 1 y 5 µm), que excluye 

inmediatamente las nanotecnologías. La segunda dificultad al encapsular 

probióticos es mantenerlos vivos o en estado viable esto se determina mediante la 

selección de tecnología avanzada para la microencapsulación (Aquino et al., 2019; 

Champagne et al., 2010). Las cápsulas producidas por diferentes tecnologías 

exhiben variación en el tamaño. Los microencapsulados que tienen amplio rango de 

tamaño (0.2–5000 µm) se producen empleando la técnica de emulsificación. 

Microcápsulas de tamaño pequeño (no menos de 300 µm) se producen empleando 

el método de extrusión (Wang et al., 2015).  



 

37 
 

Además de la protección de la célula probiótica contra el entorno desfavorable, otro 

objetivo importante de encapsular las células probióticas es permitir su liberación en 

el intestino en un estado viable y metabólicamente activo (Picot & Lacroix, 2004). 

Las propiedades fisicoquímicas de las microcápsulas determinan la viabilidad de las 

células probióticas. Según Chen & Chen, (2007), el parámetro indispensable que 

debe considerarse para que las cepas bacterianas preserven su concentración es 

considerar adecuadamente el material de recubrimiento, el recuento celular inicial, 

el tamaño de partícula. Con el fin de mantener la integridad de la microcápsula en 

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

En general, la tecnología de encapsulación se lleva a cabo en tres etapas diferentes. 

En la etapa inicial, el componente bioactivo es incorporado en una matriz sólida o 

líquida. La incorporación del componente bioactivo comprenderá una disolución o 

dispersión en la matriz en el caso de un núcleo líquido, mientras que será una 

aglomeración o una adsorción en el caso de un núcleo sólido. En el segundo paso, 

la dispersión de la matriz líquida se lleva a cabo por medio de una pulverización de 

ionización de una solución en una matriz sólida. El último paso comprende la 

estabilización por un proceso que podría ser físico (evaporación, solidificación y 

coalescencia), químico (polimerización) o fisicoquímico (gelificación) según lo 

informado por Neufeld & Poncelet, (2004). 

1.8.1 Microencapsulación de simbióticos  

La combinación sinérgica de probióticos y prebióticos da lugar al concepto de 

simbiótico (Moura et al., 2015). Varios informes demostraron que las microcápsulas 

simbióticas son más efectivas en comparación con microcápsulas de probióticos 

cuando se exponían a TGI simulado (Chávarri 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 simulación de microcápsulas simbióticas a lo largo de las 

condiciones de TGI y su aplicación en productos alimenticios, para evaluar su 

interacción con el medio y la viabilidad de los probióticos durante el almacenamiento 

(Hernández-López et al., 2018). 
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Se ha realizado la encapsulación de probióticos con inulina como prebiótico, que 

estimula selectivamente las cepas probióticas ayudándolas a sobrevivir e 

implantarse en el colon (Avila-Reyes et al., 2014). Además, de la inulina, los 

galactooligosacáridos (GOS) y FOS protegen a los probióticos durante la 

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

En la actualidad, existen varias técnicas con las que se pueden microencapsular 

simbióticos, sin embargo, para seleccionar una de ellas, es necesario considerar  

factores físicos como la temperatura, humedad y agitación que afectan su 

supervivencia (Martinez et al., 2015). Las técnicas más citadas en la literatura para 

microencapsular bacterias probióticas son: gelificación iónica, extrusión, 

emulsificación, secado por aspersión y liofilización (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 

simbióticos, entre las que destacan: Gelificación iónica, emulsificación, extrusión, 

secado por aspersión, coacervación, liofilización,  ventana de refractancia entre las 

que destaca ampliamente el secado por aspersión por ser un método de 

encapsulación económico, además de presentar rendimiento elevado del proceso 

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

1.8.2.1 Secado por aspersión 

Esta técnica consiste en formar una suspensión que contiene microorganismos y 

agentes de recubrimiento, la cual es nebulizada con aire caliente o nitrógeno 

(Encina et al. 2016). En la Figura 4 se muestra un esquema general del equipo de 

secado por aspersión. Este proceso es conveniente en términos de requisitos de 

energía, costos operativos y conduce a un alto rendimiento del proceso y a menudo 

se usa para la encapsulación de probióticos (Pinto, Verruck, et al. 2015). La cápsula 

debería ser capaz de proporcionar una buena protección contra el ácido clorhídrico, 

lo que conduce al daño de las células probióticas (Rodríguez, 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 probiótico (Cook et al. 2012). Además, 

el probiótico microencapsulado debe mantener la viabilidad en el producto y su 

liberación en el intestino tiene que ocurrir de manera controlada (Corona-Hernández 

et al. 2013).  

Nunes et al. (2018) microencapsularon L. acidophilus con inulina, trehalosa y maíz 

respectivamente, sin embargo, las matrices de encapsulación de inulina y maíz 

mostraron la mayor eficiencia de encapsulación con 93.12% y 94.26%, 

respectivamente, con respecto a la resistencia térmica, la matriz de encapsulación 

de trehalosa proporcionó la mayor protección para este microorganismo, las 

microcápsulas producidas con maíz mostraron la mayor viabilidad en condiciones 

gastrointestinales simuladas en las diferentes secciones del TGI como el esófago / 

estómago (adición de pepsina, pH ajustado a 2.0 durante 90 min), duodeno (adición 

de pancreatina y sales biliares, pH ajustado a 5.0 por 20 min) e íleon (pH ajustado 

a 7.5 por 90 min), proporcionando así una mayor protección para Lactobacillus 

acidophilus La-5. La mayor eficiencia de encapsulación se proporcionó utilizando 

almidón resistente (maíz alto) e inulina.  

 

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

La infección causada por C. jejuni y H. pylori afecta hasta el 50% de la población a 

nivel mundial, especialmente a países subdesarrollados. Existe una preocupación 

creciente por erradicar estos microrganismo patógenos ya que pueden alcanzar una 

prevalencia hasta del 90% en la población adulta (Sierra et al., 2014). Se han 

establecido diversos tratamientos farmacológicos que permitan disminuir la 

incidencia de estos patógenos en humanos. Sin embargo, a través de los años las 

tasas de erradicación han disminuido, derivado a que dichos patógenos han 

adquirido resistencia a diversos antibióticos, por lo que se están estudiando y 

evaluando nuevas alternativas terapéuticas. Recientemente, se ha propuesto el uso 

de probióticos para prevenir y tratar diversas afecciones gastrointestinales, incluidos 

los efectos secundarios inducidos por antibióticos. Por otro lado, para que los 

microorganismos probióticos puedan ejercer eficazmente su actividad es de suma 

importancia considerar la adición de ciertos micronutrientes que potencialicen su 

actividad como los prebióticos, ya que estos estimulan la activación del metabolismo 

de la microbiota intestinal. La combinación de probióticos y prebióticos puede 

superar algunas posibles dificultades en la supervivencia de los probióticos en el 

TGI además de combatir diversos enteropatógenos. En la Universidad Autónoma 

del Estado de Hidalgo, Falfán-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 TGI de manera in vitro. Además 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 investigación fue evaluar el efecto inhibitorio de las BAL previamente 

estudiadas contra C. jejuni y H. pylori microencapsuladas con inulina y FOS 

(prebióticos), y evaluar su efecto inhibitorio in vivo.   
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3. HIPÓTESIS 

La mezcla de Lacticaseibacillus paracasei T40 y Enterococcus lactis cepas: T33, 

T38 y T39 encapsuladas con prebiótico presentarán un mayor efecto inhibitorio 

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

 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 

combinación con agentes prebióticos contra Campylobacter jejuni y Helicobacter 

pylori. 

 Objetivos específicos 

 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. 

 Evaluar las propiedades de adherencia (autoagregación, coagregación e 

hidrofobicidad celular) in vitro de L. paracasei T40, tres cepas de E. lactis, C. 

jejuni y H. pylori. 

 Microencapsular L. paracasei T40 y tres cepas de E. lactis con y sin 

prebiótico, caracterizar las microcápsulas (viabilidad, morfología, actividad de 

agua, humedad, resistencia a pH bajo y sales biliares similares al estómago). 

 Evaluar la viabilidad de L. paracasei T40 y tres cepas de E. lactis 

encapsuladas con y sin prebiótico en condiciones de almacenamiento 

controladas por 30 días. 

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

prebióticos y encapsuladas frente a C. jejuni en ratones BALB/c.
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5. METODOLOGÍA 

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

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

vitro e in vivo.

Diagrama general de la metodología 

Etapa 1 
Pruebas in vitro 

 

Etapa 2 

Pruebas in vivo 
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Figura 5. Descripción general de la metodología realizada. (HP: H. pylori, CJ: C. jejuni, Aw: Actividad de agua) 
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 Material biológico 

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 (Falfán-Cortés et al., 2021). Como prebióticos 

se utilizaron la inulina de achicoria (Sigma-Aldrich) y los fructooligosacáridos de 

achicoria (FOS, Sigma-Aldrich). Como patógenos se utilizó Campylobacter jejuni 

subsp. jejuni ATCC 33560.y Helicobacter pylori ATCC 700392. 

 Identificación molecular de las cepas de BAL T33, T38 y T39 

Las cuatro cepas de bacterias ácido lácticas (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 Falfán-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 realizó la identificación molecular de las 3 cepas de BAL 

(T33, T38 y T39) restantes. Mediante la amplificación 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 Información Biotecnológica 

(NCBI) para encontrar similitudes entre secuencias biológicas. Se obtuvo un 

dendrograma utilizando el método de Neighbor-Joining. 

 Crecimiento de las 4 cepas de BAL en medio de cultivo con prebióticos 

Se prepararon tubos de caldo MRS (30 mL) que contenían 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 prebióticos fueron inoculados con 100 µL 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 

efectuó el recuento de las 4 cepas de BAL a partir de los caldos inoculados a las 24 

y 48 horas de incubación mediante la técnica de vertido en placa utilizando agar 

MRS e incubando a 37 °C durante 48 h. 
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 Resistencia de C. jejuni y H. pylori a antibióticos de uso común  

La técnica de difusión en disco fue empleada para la realización de esta prueba 

(Jiménez-Villeda, 2016). 100 μL 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 absorción. Posteriormente se colocaron discos de papel filtro en los que 

se depositaron 10 μL de los antibióticos a evaluar. Finalmente, las cajas Petri fueron 

incubadas en condiciones microaerófilas (BD GasPak® EZ) durante 24 h a 37 °C. 

Pasado este tiempo de incubación, se midieron los halos de inhibición. Los 

antibióticos 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. Antibióticos empleados para la evaluación 

Antibiótico Concentración 
(μg/mL) 

Ácido nalidíxico  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) 

 Efecto inhibitorio de BAL con y sin prebióticos contra C. jejuni y 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 microaerófilas (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 patógenos se realizó mediante la técnica de difusión descrita en el apartado 5.5. 

En cada uno de los pozos, por separado se colocaron alícuotas de 50 μL 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 

líquido de los cultivos se absorbió, las placas se incubaron 24 h en microaerófilia 

(BD GasPak® EZ) a 37 °C. Se registraron los diámetros de las zonas de inhibición 

(milímetros) alrededor de los pozos. El estudio se realizó por triplicado.  

 Efecto sinérgico de las mezclas de cepas BAL con y sin prebiótico contra 

C. jejuni y H. pylori 

Para probar el posible efecto sinérgico al combinar las cepas de BAL contra lo 

patógenos objeto de estudio, se llevaron a cabo cuatro mezclas distintas, detalladas 

a continuación: 

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

 Mezcla 2: Las dos cepas de BAL con el mejor efecto inhibitorio adicionada 

0.6 % de inulina 

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

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

de inulina 

Para preparar las mezclas se tomó 1 mL de cada cepa BAL (con una concentración 

estimada de 9 Log UFC/mL) según 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 evaluó mediante la técnica de difusión descrita en la sección 

5.5. 

 Efecto inhibitorio de la combinación de BAL con antibióticos contra C. 

jejuni y H. pylori  

En un estudio previo se analizó la resistencia de las BAL a diversos antibióticos, de 

tal forma que para el desarrollo de esta prueba se emplearon únicamente los 

antibióticos a los que las BAL mostraron resistencia (Tabla 3). El efecto inhibitorio 

de cepas de BAL T33, T38, T39 y T40 en combinación con antibióticos contra H. 

pylori y C. jejuni se realizó mediante la técnica de difusión en pozo (Sgouras et al. 

2004) con algunas modificaciones. Un cultivo de 24 h de C. jejuni o H. pylori con 



 

49 
 

una concentración final de 108 CFU por caja de cultivo, se sembró 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 dejó 

solidificar y sobre el agar se realizaron pozos de 6 mm de diámetro. Por separado, 

en cada uno de los pozos se colocaron alícuotas de 50 μL de los cultivos de las 4 

cepas de BAL adicionando 20 μL de antibiótico (Tabla 3). Después de que el líquido 

de los cultivos se absorbió, las placas se incubaron 24 h en microaerófilia (BD 

GasPak® EZ) por 24 h a 37 °C. Se registraron los diámetros de las zonas de 

inhibición (milímetros) alrededor de los pozos. El estudio se realizó por triplicado. 

Tabla 3. Antibióticos a los que las BAL mostraron resistencia 

Antibiótico Concentración 
(μg/mL) 

Ácido nalidíxico 30 

Amikacina 30 

Ceftriaxona 30 

Ciprofloxacina 5 

Colistina 10 

Estreptomicina 10 

Gentamicina 10 

Kanamicina 30 

Neomicina 10 

(Performence Standards for Antimicrobial Susceptibility Testing, 2011) 

 Detección de la presencia de bacteriocinas, peróxido de hidrógeno y 

ácidos orgánicos en los cultivos de las BAL 

La detección de la producción de bacteriocinas, peróxido de hidrógeno y ácidos 

orgánicos por las cepas de BAL T33, T38, T39 y T40 se realizó 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 × g durante 

10 min a 4 °C. El sobrenadante de cada cepa de BAL se esterilizó por filtración 
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utilizando membranas (Millipore®, Merck) de un tamaño de diámetro de poro de 

0.22 μm; los cultivos filtrados se recuperaron en tubos estériles y se almacenaron 

en refrigeración 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 ácidos orgánicos, el pH de 5 mL del sobrenadante se ajustó a pH 

6.5 ± 0.1 usando NaOH 1 N y para el ensayo de peróxido de hidrógeno, otros 5 mL 

del sobrenadante se trataron con una suspensión de la enzima catalasa al 0.5 

mg/mL. La determinación del efecto antimicrobiano de los cultivos tratados se hizo 

mediante la técnica de difusión en pozos como se describió en el apartado 5.5. La 

producción del compuesto antimicrobiano se confirmó cuando no existía halo de 

inhibición. Alícuotas de 50 μL 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 (106 UFC/mL). Después de 

que el líquido se absorbió, las placas se incubaron 24 h en microaerófilia (BD 

GasPak® EZ) a 37 °C. Se registraron los diámetros de las zonas de inhibición 

(milímetros) alrededor de los pozos. El estudio se realizó por triplicado. 

 Propiedades de adherencia in vitro de las BAL  

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

El estudio de autoagregación se realizó 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 patógenos 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 resuspendió en tubos que contenían BFS para 

obtener una concentración de entre 107-108 UFC/mL [densidad óptica (DO) de 0.6 - 

0.7 a una longitud de onda de 560 nm]. Cada tubo se agitó en vortex durante 10 s y 

se incubaron sin agitación durante 24 h a 37 °C. Periódicamente (2, 4, 18 y 24 h), 

se midió la DO560 de los tubos. El porcentaje de autoagregación se expresó como 

en la Ecuación (1). 
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%𝑨𝒖𝒕𝒐𝒂𝒈𝒓𝒆𝒈𝒂𝒄𝒊ó𝒏 =
(𝑨𝟎 − 𝑨𝒕)

𝑨𝟎
× 𝟏𝟎𝟎 

Ecuación (1) 

Donde Ao representa la absorbancia a 0 h y At representa la absorbancia a 

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

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

El análisis de coagregación se realizó según 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 concentración de entre 107-108 UFC/mL, tal y como se 

describió en el apartado 5.10.1. En tubos estériles se mezclaron volúmenes iguales 

de las suspensiones de cada BAL con la suspensión del patógeno (1:1 v/v) y se 

incubaron a 37 ºC sin agitación durante 4 h. Se midió la absorbancia (A 560) de cada 

una de las mezclas. La coagregación se expresó en porcentaje y se obtuvo con la 

siguiente formula: 

 

 

Ecuación (2) 

donde, Apat, es la absorbancia del patógeno, AProb es la absorbancia del probiótico y 

Amix es la absorbancia de la mezcla representan la absorbancia (A 560) del patógeno 

individual, bacterias probióticas y su mezcla, respectivamente. Después de la 

incubación 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 determinó de acuerdo a Mishra & 

Prasad, (2005), Padmavathi et al. (2018) y Prabhurajeshwar & Chandrakanth, 

(2017). Cada una de las 4 cepas lácticas, C. jejuni y H. pylori se cultivaron en caldo 

% 𝑪𝒐𝒂𝒈𝒓𝒆𝒈𝒂𝒄𝒊ó𝒏 = [
(𝑨𝒑𝒂𝒕 + 𝑨𝑷𝒓𝒐𝒃)

𝟐
− 𝑨𝒎𝒊𝒙 

(𝑨𝒑𝒂𝒕 + 𝑨𝑷𝒓𝒐𝒃)

𝟐
× 𝟏𝟎𝟎] 
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MRS o caldo BHI suplementado con SFB, respectivamente, por 24 h a 37 ºC. Se 

lavaron 3 veces con PBS como se describió en el apartado 5.6.1, se ajustaron a una 

densidad óptica de 0.6-0.7 a 560 nm (DO560nm), posteriormente se mezclaron en 

proporción 1:1 con n-hexadecano y se agitó durante 2 min y se almacenaron a 

temperatura ambiente por 60 min. Finalmente se midió la DO 560nm de la fase 

acuosa. La hidrofobicidad se expresó en porcentaje utilizando la siguiente ecuación: 

% 𝑯𝒊𝒅𝒓𝒐𝒇𝒐𝒃𝒊𝒄𝒊𝒅𝒂𝒅 =
𝑫𝑶𝟓𝟔𝟎 𝒏𝒎𝒂𝒏𝒕𝒆𝒔 𝒅𝒆 𝒎𝒆𝒛𝒄𝒍𝒂𝒓 − 𝑫𝑶𝟓𝟔𝟎 𝒏𝒎𝒅𝒆𝒔𝒑𝒖é𝒔 𝒅𝒆 𝒎𝒆𝒛𝒄𝒍𝒂𝒓 

𝑫𝑶𝟓𝟔𝟎 𝒏𝒎𝒂𝒏𝒕𝒆𝒔 𝒅𝒆 𝒎𝒆𝒛𝒄𝒍𝒂𝒓
× 𝟏𝟎𝟎 

Ecuación (3) 

La actividad de hidrofobicidad de las cepas evaluadas se clasificó como alta (51-

100%), media (30- 50%) y baja (0-29 %), según lo propuesto por Nader-Macías 

(2011). 

 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 realizó 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 

ºC, posteriormente se obtuvo el sobrenadante libre de células (SLC) de cada una 

de las bacterias lácticas (T33, T38, T39 y T40), una porción del SLC de cada BAL 

se ajustó a pH 6.5 con NaOH 1N. Por otro lado, se cultivó H pylori en caldo BHI 

suplementado con SFB, por 24 h a 37 ºC. Se preparó caldo BHI ajustado a pH 2, 3, 

4 y 5 con HCl 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 determinó mediante la modificación del rojo de fenol, 

para ello después de la incubación, a las mezclas se les añadió tampón 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 leyó a una longitud de onda de 550 nm.  
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 Microencapsulación de L. paracasei T40 y E. lactis cepas T33, T38 y T39 

5.11.1 Secado por aspersión  

Los cultivos de Lacticaseibacillus paracasei T40 y E. lactis cepas T33, T38 y T39 se 

obtuvieron tras la activación mediante dos transferencias sucesivas en caldo MRS 

a 37 °C durante 24 h. Para obtener el paquete celular, la suspensión celular (con 

≈109 UFC/Lm de concentración bacteriana final) se centrifugó (Labnet Z323K 

Hermile, Germany) a 2250×g durante 20 min. Por otro lado, se preparó una solución 

al 30% de sólidos totales (100 mL) con almidón de maíz modificado (N-lok®, 

Ingredion) como agente encapsulante. En este punto se agregó la inulina o FOS 

(0.6 %): según fuera el caso (en este paso solo se agregaron 90 mL de agua estéril). 

La mezcla se agitó a 3500 rpm (StableTemp, Cole-Parmer, Chicago; EE.UU.) 

durante 6 min. Los 10 mL de agua estéril restantes se añadieron al paquete celular 

para homogeneizarlo y ser añadido a la solución de almidón. Finalmente, la mezcla 

se homogenizó a 6000 rpm durante 30 segundos en un Ultra Turrax T- 

Homogenizador 25-SI (IKA Works, Wilmington, NC, EE.UU.). El proceso de 

microencapsulación se realizó con un secador por aspersión 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 líquido fue de 

4 mL/min, y el diámetro de la boquilla fue de 0.5 mm (Hernández-López et al., 2018). 

Por otro lado, se sometieron al secador por aspersión las cuatro BAL sin material 

pared y sin prebiótico bajo las mismas condiciones de temperatura y de 

alimentación. Para ello, después de obtener el paquete celular de cada una de las 

cepas BAL se añadieron 10 mL de agua estéril, y se homogeneizo la solución con 

ayuda de un Vortex-2 mixer (Genie®), para posteriormente pasar la solución por el 

secador.  

5.11.2  Eficiencia de encapsulación de L. paracasei T40 y E. lactis cepasT33, 

T38 y T39 

El recuento bacteriano después del proceso de encapsulamiento se realizó por el 

método de vaciado en placa. Para ello, se realizó una solución con el mismo 

contenido de sólidos totales que la solución preparada antes de ser pasada por el 

secador donde se liberaron las células. Se tomó 1 mL de la solución y se colocó en 
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9 mL de solución diluyente de peptona; se realizaron ocho diluciones y 1 mL de las 

diluciones 10-6, 10-7 y 10-8 se colocó en cajas petri para luego agregarles agar MRS 

y homogenizarlas. Las cajas fueron incubadas (Heratherm incubator, IGS180, 

Germany) a 37 °C durante 48 h, posteriormente se realizó el recuento de colonias y 

se reportó como UFC/g encapsulado.  

La eficiencia de encapsulación de las bacterias encapsuladas (% EE) es una medida 

combinada de la eficacia de atrapamiento y supervivencia de células viables durante 

el procedimiento de la microencapsulación, fue calculada de acuerdo con la 

ecuación 4.  

% 𝐄𝐄 = (
𝐍

𝑵𝒐
) × 𝟏𝟎𝟎 

Ecuación (4) 

Donde la eficiencia de encapsulación (%EE), se encuentra expresada en 

porcentaje; N es el número logarítmico de células por mililitro después del secado; 

y No es el número logarítmico de células por mililitro antes del secado(Rajam et al., 

2012). 

5.11.3  Morfología de las microcápsulas 

La morfología de las cápsulas se observó en un microscopio electrónico 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 A y 20 kV (Hernández-López et al., 2018). 

5.11.4 Contenido de humedad. 

El contenido de humedad de las microcápsulas 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 ecuación 5:   
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% 𝒅𝒆 𝒉𝒖𝒎𝒆𝒅𝒂𝒅 = (
𝒑𝒆𝒔𝒐 𝒊𝒏𝒊𝒄𝒊𝒂𝒍 − 𝒑𝒆𝒔𝒐 𝒇𝒊𝒏𝒂𝒍

𝒑𝒆𝒔𝒐 𝒊𝒏𝒊𝒄𝒊𝒂𝒍
) × 𝟏𝟎𝟎 

 Ecuación (5) 

5.11.5 Actividad de agua. 

Para determinar la actividad de agua de las microcápsulas, se empleó un equipo 

Aqua Lab LITE (Washington, EE. UU.). Las muestras fueron colocadas en 

contenedores propios del equipo y la medición se realizó a temperatura ambiente 

(± 25 °C). 

5.11.6 Resistencia de BAL encapsuladas a pH similar al estomago 

Se evaluó 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 microcápsulas recién preparadas o bien las células libres (9 log UFC/mL) fueron 

colocadas por separado en tubos de ensayo que contenían 10 mL de medio 

apropiado ajustado a pH 2 y 3, para posteriormente incubarlos (Heratherm 

incubator, IGS180, Germany) a 37 °C durante 1, 2 y 3 h. El recuento de células 

viables se realizó con agar MRS con un pH de 6.5 con rifampicina al 1 %  

(Hernández-López et al., 2018; Sathyabama et al., 2014). Las bacterias libres 

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

% 𝑹𝒆𝒔𝒊𝒔𝒕𝒆𝒏𝒄𝒊𝒂 𝒂 𝒑𝑯 𝟐 𝒐 𝟑 = (
𝑼𝑭𝑪 𝒑𝑯 𝟐 𝒐 𝟑

𝑼𝑭𝑪 𝒑𝑯 𝟔. 𝟓 𝒄𝒐𝒏𝒕𝒓𝒐𝒍
) × 𝟏𝟎𝟎 

  Ecuación (6) 

Donde el porcentaje de resistencia de BAL microencapsuladas a pH 2 o 3 se 

expresó como: UFC pH 2 o 3 son las Unidades Formadoras de Colonias obtenidas 

después de la exposición de las microcápsulas 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 microcápsulas o 1 mL de suspensión de células libres fueron 

transferidos en tubos de ensayo que contenían 10 mL de medio apropiado con 0.3 
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g/100 mL de sal biliar y se incubaron a 37 °C. El conteo de células viables se llevó 

a cabo a las 0, 1.5 y 3 h. El porcentaje de supervivencia con respecto al control se 

calculó con la ecuación 7 (Modificación Hernández-López et al. 2018; Lee and Heo, 

2000; Sathyabama et al. 2014). 

% 𝑹𝒆𝒔𝒊𝒔𝒕𝒆𝒏𝒄𝒊𝒂 𝒂 𝒔𝒂𝒍𝒆𝒔 𝒃𝒊𝒍𝒊𝒂𝒓𝒆𝒔 = (
𝑼𝑭𝑪 𝒔𝒂𝒍𝒆𝒔 𝒃𝒊𝒍𝒊𝒂𝒓𝒆𝒔

𝑼𝑭𝑪 𝒄𝒐𝒏𝒕𝒓𝒐𝒍
) × 𝟏𝟎𝟎 

Ecuación (7) 

Donde el porcentaje de resistencia de BAL microencapsuladas sales biliares se 

expresó como: UFC sales biliares son las Unidades Formadoras de Colonias 

obtenidas después de la exposición de las microcápsulas 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 prebióticos en 

condiciones controladas de temperatura y humedad  

La viabilidad durante el almacenamiento se evaluó según 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 microcápsulas que contenían T33, T38, 

T39 y T40 con y sin prebióticos fueron colocadas en charolas y almacenadas en 

desecadores que contenían las soluciones saturadas mencionadas anteriormente. 

La viabilidad de las células se determinó semanalmente por cuatro semanas de 

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

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

5.12.1 Declaración de ética.  

El cuidado, la utilización y la alimentación de los animales se realizaron de 

conformidad con las directrices del Comité de Bioética del Bioterio de la Universidad 

Autónoma 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 estándar y agua a libertad. Los 

ratones permanecieron una semana en proceso de adaptación. 

5.12.3 Grupos experimentales 

Los tratamientos de las cepas BAL microencapsuladas con o sin prebiótico que 

serían 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 distribución de los grupos experimentales se llevó a cabo tal cual se descrite 

en la Tabla 4. 

Tabla 4. Tratamientos experimentales 

Tratamiento Dieta Complemento 

Días de 
administración 

del 
complemento 

Día de 
infección 

con C. jejuni 
(108 UFC/mL) 
Única dosis. 

Día de 
finalización de 
experimento 

Negativo 
Dieta 

estándar 
---- ----  

28* 
 

Positivo 
Dieta 

estándar 
---- ---- 21 

Antibiótico 
Dieta 

estándar 
Oxitetraciclina 

(5 mg/K) 

4 horas después 
de la infección 

por 7 días 
21 

T38+0.6%INU 
Dieta 

estándar 
Microcápsulas de 
T38 + 0.6% inulina  

21 21 

 T39 
Dieta 

estándar 
Microcápsulas 

T39  
21 21 

T33+0.6%INU 
Dieta 

estándar 
Microcápsulas 

T33 + 0.6% inulina  
21 21 

*Después del día 21 ya no se administró ningún complemento con BAL, solo el antibiótico. 
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5.12.4 Protocolo de estudio in vivo 

Los ratones se dividieron en seis tratamientos anteriormente descritos (Tabla 4). El 

tratamiento que se llevó a cabo fue con régimen profiláctico en cual consistió en 

administrar por 21 días consecutivos los diferentes tratamientos encapsulados de 

BAL (108 UFC/g) vía oral con ayuda de una cánula intragástrica calibre 20. La 

administración se llevó a cabo por las mañanas, en condiciones de esterilidad en el 

laboratorio IV del bioterio de la UAEH. Los ratones fueron pesados diariamente. En 

el día 21 los ratones de los tratamientos 2 al 6 según la Tabla 4 fueron infectados 

con una dosis única de C. jejuni (108 UFC/mL). Esto se llevó a cabo mediante la 

administración de 100 µL del microorganismo con la ayuda de una sonda 

intragástrica. Posterior a la infección los ratones se mantuvieron sin administración 

de BAL o patógeno hasta el día 28, día en que finalizó el experimento. Antes del 

sacrificio se extrajo aproximadamente 1 mL de sangre del seno retroviral de cada 

uno de los animales para análisis posteriores. Los animales fueron sacrificados 

mediante dislocación cervical. Fueron extraídos diversos órganos como intestinos, 

estómago, recto, bazo e hígado. Los intestinos, el estómago y el recto fueron 

lavados con buffer fosfato salino (BFS) a pH 7.3 Estéril (121 °C, 15 psi, 15 minutos). 

Los órganos fueron diseccionados para la realización de los análisis histológicos y 

microbiológicos. El resto de los órganos se procesaron ese mismo día para los 

análisis microbiológicos. 

5.12.5 Análisis inmunológicos  

Las muestras de sangre fueron centrifugadas a 1000 × g durante 15 min a 4 °C y el 

plasma aislado se almacenó a -80 °C. Los niveles de IL-6 en ratones se midieron 

usando el kit ELISA de interleucina 6 de ratón (R&D System, Minneapolis, EE.UU.) 

de acuerdo a las instrucciones del fabricante. 

5.12.6 Análisis microbiológico 

Los intestinos y el estómago 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 órganos estuvieron libre de dicho contenido, se procedió 

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 contenía 9 mL de diluyente de peptona hasta llegar a la 

dilución 10-6. De cada una de las diluciones se tomó 1 mL el cual se colocó en una 

caja Petri a las cuales se les vertió 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 incubación 

se procedió a realizar el conteo. 

 Análisis estadístico 

Todos los estudios se realizaron por triplicado. Los datos se analizaron 

estadísticamente utilizando el software Statistica v 7.0, StatSotf, 2009). Se utilizó el 

análisis de varianza a una vía (ANOVA), aplicando una prueba Tukey (p<0.05). Los 

resultados se expresaron como la media ± desviación estándar en tablas o en 

gráficas.
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6. RESULTADOS  

Los resultados obtenidos en la presente investigación se muestran en dos etapas. 

En la primera se presentan y discuten los resultados obtenidos de la identificación 

molecular de las cepas de BAL T33, T38 y T39, así 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 

prebióticos, detección de la presencia de bacteriocinas, peróxido de hidrógeno y 

ácidos orgánicos en los cultivos de las BAL, crecimiento bacteriano de las BAL en 

medio con y sin prebiótico, propiedades de adherencia de las bacterias probióticas, 

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 ratón 

BALB/c, adherencia de C. jejuni en intestinos de ratón BALB/c, translocación de C. 

jejuni en bazo e hígado de ratón BALB/c.  

 Identificación molecular de las cepas de BAL T33, T38 y T39 

El ADN obtenido a partir de las cepas de BAL fue de 130, 180 y 180 ng/µL para la 

cepa T33, T38 y T39 respectivamente. A partir de estas concentraciones se 

amplificó 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 nucleótidos para la cepa T33. Para la cepa T38 se 

amplificaron 1472 nucleótidos, después de su edición y consenso. Por último, para 

la cepa T39 se amplificaron 1477 nucleótidos. Todas las secuencias fueron 

idénticas, se tomó la secuencia con más nucleótidos (T39) para realizar su 

búsqueda BLAST del Centro Nacional de Información Biotecnológica (NCBI), y la 

secuencia más 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 realizó un dendrograma (Figura 6) con las diferentes 

secuencias de las cepas aisladas (T33, T38 y T39) para observar su relación con el 

género Enterococcus especie lactis. El análisis de las secuencias de gen 16S 

ribosomal permitió establecer la relación entre las cepas de estudio, además de 

conocer la seguridad de estas bacterias lácticas para ser empleadas como 
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probióticos. Actualmente, E. lactis no se utiliza en algún producto alimenticio 

comercial, sin embargo en diferentes estudios se han reportado sus propiedades 

probióticas (Ben Braïek et al., 2018b; Nami et al., 2015; Sharma et al., 2021; Uymaz 

Tezel, 2019). 

 

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 nucleótidos por medio del 
algoritmo de Neighbor-Joining (3-Tamura) y valores de Bootstrap con 1000 repeticiones  



 

64 
 

0

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

T33 T38 T39 T40

L
o

g
 U

F
C

/m
L

Sin FOS 0.60% 0.80% 1% 1.20%

 Crecimiento bacteriano de las BAL en medio con y sin prebiótico 

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 observó un mayor crecimiento de las 

cepas de BAL cuando el medio contenía FOS en las concentraciones ensayadas 

(Figura 7). Sin embargo, para el caso de la inulina, se observó el mayor crecimiento 

(p<0.05) respecto al control con la cepa T40 y una concentración 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 prebióticos. 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). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7. Unidades Formadoras de Colonias por mililitro de las cepas BAL T33, T38, T39 y 

T40 después de crecer a 37 °C durante 48 h en caldo MRS con diferentes concentraciones 
de fructooligosacaridos (FOS). 

La inulina y los FOS son fibra dietética no digeribles por enzimas del humano y otros 

animales, pero sí son digeribles por algunas bacterias como las BAL, por lo que 

presentan actividad prebiótica (Gibson et al., 2017; Renye et al., 2021). Se ha 

a a a a a a a a a a a a a a a a a a a a 
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determinado que la ruta empleada por las especies de L. paracasei para degradar 

los FOS involucra a la enzima GH32 β-fructofuranosidasas que se encuentra 

anclada a la superficie de la pared celular, la cual realiza la hidrólisis extracelular de 

FOS (Goh et al., 2006). Los productos hidrolíticos (fructosa, sacarosa y glucosa) 

son captados por uno o más transportadores que los llevan al interior de la célula 

bacteriana (Goh & Klaenhammer, 2015). Este modo de utilización 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 hidrólisis, 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). . 

 

 

Figura 8. Unidades Formadoras de Colonias por mililitro de las cepas BAL T33, T38, T39 y 

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 prebióticos (Figura 7 y 8), sin embargo, no existió 

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 contenía a los prebióticos. No obstante, es importante señalar que, en 

un estudio posterior, las cuatro cepas de BAL fueron cultivadas en caldo MRS que 

se elaboró con los todos los ingredientes excepto el azúcar de la formulación 

original, en su lugar se incorporó 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 prebióticos (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 podría 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 ácido lácticas 

(BAL) cuando se cultivaron en caldo MRS solo, en comparación con caldo MRS 

enriquecido con inulina o fructooligosacáridos (FOS). Esto se debe a que el caldo 

comercial utilizado ya contenía un 20 % de glucosa, y la adición de prebióticos 

generó un exceso de fuente de energía, lo que impidió la evidencia del 

aprovechamiento de los prebióticos 

 Resistencia de C. jejuni y H. pylori a antibióticos de uso común 

Se evaluó la resistencia de C. jejuni y H. pylori a diecisiete antibióticos de uso 

común, entre los antimicrobianos analizados incluyeron inhibidores de la síntesis de 

pared celular (ampicilina), inhibidores de la síntesis de proteínas (tetraciclina, 

eritromicina, estreptomicina, cloranfenicol, kanamicina) e inhibidores de la síntesis 

de ácidos nucleicos (ácido nalidíxico). 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 (SI) 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 y 

Campylobacter spp son algunos de los microorganismos que en los últimos años 

han mostrado los niveles más altos de resistencia a diversas generaciones de 
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antibióticos poniendo en riesgo la salud humana. En este mismo sentido la OMS ha 

establecido niveles de prioridad para que estos patógenos sean considerados clave 

en proyectos de investigación, desarrollo e innovación de nuevos antibióticos (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 además están 

relacionados con muchos casos de enfermedades. Por ejemplo, H. pylori está 

asociado con casos de ulcera gástrica, gastritis crónica, linfoma tipo MALT y cáncer 

Tabla 5. Resistencia a antibióticos presentada por H. pylori y C. jejuni 

Antibiótico  
Cepas 

H. pylori C. jejuni 

Ácido nalidíxico  R R 

Amikacina  R R 

Ampicilina R R 

Amoxicilina R R 

Ceftriaxona R R 

Ciprofloxacina R R 

Cloranfenicol R R 

Colistina R R 

Eritromicina R R 

Estreptomicina R R 

Gentamicina  R R 

Kanamicina R R 

Neomicina R R 

Penicilina R R 

Rifampicina R R 

Tetraciclina R R 

Trimetoprima R R 

Porcentaje de 

resistencia 
100% 100% 

R: Resistente, SI: Sensibilidad intermedia, S: Sensible 
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gástrico. Por otro lado, Campylobacter spp está asociado con diarrea del viajero e 

infecciones gastrointestinales invasivas. Además de la resistencia creciente a los 

antibióticos, su diagnóstico es complejo, pues necesita requerimientos específicos 

para cultivo (OMS, 2021). 

Actualmente, el tratamiento farmacológico para contrarrestar infecciones causadas 

por H. pylori, constan de más de tres fármacos entre los que destacan inhibidores 

de la bomba de protones. Sin embargo, existe evidencia científica que demuestra 

que estas terapias no garantizan la erradicación de este microorganismo 

alcanzando únicamente porcentajes de erradicación entre 55 y 77% (Kutluk et al., 

2014). Por otro lado, C. jejuni en los últimos años ha reportado un incremento en la 

resistencia a antibióticos como eritromicina, ciprofloxacina, gentamicina por 

mencionar algunos debido a las mutaciones espontáneas 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 fármacos como macrólidos, nitroimidazol, β-lactámicos, claritromicina y 

tetraciclina llevándose a cabo mediante mutaciones en la región peptidiltransferasa 

codificada en el ARNr 23S, además de diversas mutaciones relacionadas con el gen 

rdxA, varias mutaciones en el gen pbp que codifica la proteína de unión a penicilina, 

y a la generación de β-lactamasa y alteraciones en el gen 16S rRNA, 

respectivamente.   

Por otro lado, Coticchia et al. (2006) cuantificaron la densidad de biopelícula 

producida por H. pylori en la superficie de la mucosa gástrica 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 biopelículas fue del 97.3% mientras que los pacientes que dieron negativo 

tuvieron una cobertura de superficie promedio de sólo el 1.64%. Estos resultados 

sugieren la prevalencia de biopelículas de H. pylori en la mucosa gástrica humana. 

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

amoxicilina y metronidazol después de la formación de biopelículas. 

Dado que C. jejuni puede experimentar transformación de manera natural, es 

probable que se adquieran genes adicionales que confieren resistencia a los 

antibióticos. Las fluoroquinolonas (FQ) incluyen los antibióticos más utilizados (es 

decir, ciprofloxacina) para tratar la diarrea bacteriana aguda, aunque los macrólidos 

son el fármaco de elección si se sospecha fuertemente de campilobacteriosis 

(Guerrant et al., 2001).  

En Campylobacter, se han identificado dos mecanismos ampliamente reconocidos 

que explican la resistencia a las FQ: (1) la desactivación del sitio de acción de las 

FQ y (2) la expulsión de las FQ. Estos dos mecanismos colaboran de manera 

sinérgica (Yan et al., 2006). En términos generales, los dos sitios enzimáticos 

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 investigación en donde se reporta 

un 100% de resistencia en H. pylori y C. jejuni cuando fueron expuestos a 17 

antibióticos diferentes, además de los reportes de otras investigaciones 

demostrando está misma resistencia y aunado a esto las recomendaciones emitidas 

por la OMS se evidencia la importancia que merece la búsqueda de nuevos agentes 

antibacterianos.  

Por esta razón, el enfoque de la presente investigación se centró en evaluar el 

efecto antimicrobiano de diversas cepas de bacterias ácido lácticas (BAL) 

enriquecidas con inulina y fructooligosacáridos (FOS) encapsulados. El propósito 

de esto es buscar otras alternativas para el tratamiento de infecciones provocadas 

por los patógenos anteriormente mencionados  
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 Actividad antimicrobiana de las cepas de BAL con prebiótico contra C. 

jejuni 

Solo tres de las cuatro cepas de BAL presentaron efecto sinérgico contra C. jejuni 

cuando fueron cultivadas en MRS sin prebiótico como en medio suplementado con 

alguno de los dos prebiótico ensayados con diámetros de las zonas de inhibición de 

entre 8 a 13.5 mm (Tablas 6 y 7). La cepa T39 mostró el mayor efecto antagónico y 

la T40 no mostró efecto (Tablas 6 y 7). En general, los prebióticos a las 

concentraciones evaluadas no incrementaron el efecto sinérgico de las BAL contra 

C. jejuni (Tablas 6 y 7). Solo en algunos casos se observó un incremento 

significativo en el efecto antimicrobiano de las cepas de BAL contra C. jejuni 

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

 Es importante señalar que recientemente se evaluó la actividad antimicrobiana de 

las mismas cepas de la presente investigación (T33, T38, T39 y T40) contra E. coli 

O157:H7, L. monocytogenes, S. aureus y S. Typhimurium hallando zonas de 

inhibición de entre 9 a 19 mm. Contra esos patógenos, la cepa T40 fue la que 

presentó el mayor efecto inhibitorio (Falfán-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 podría 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 ± 1.0a 9.7 ± 0.7 a 13 ± 0.0 c N/E 

0.6 % 10.8 ± 1.3 b 9.8 ± 1.0 a 9.7 ± 0.3 ab N/E 

0.8 % 10.0 ± 0.0 ab 9.8 ± 0.3 a 12.2 ± 0.3 c N/E 

1.0 % 10.3 ± 0.3 b 9.7 ± 0.6 a 9.1 ± 0.1 a N/E 

1.2 % 10.7 ± 0.6 b 10.3 ± 0.3 a 10.3 ± 0.6 b N/E 

    1Promedio de tres repeticiones del diámetro de inhibición (mm) ± desviación estándar.                
a, b, c, Valores con letras minúsculas diferentes en la misma columna expresan diferencia 

estadísticamente 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 única fuente de carbono FOS 

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

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

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

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

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

principalmente el ácido láctico. (Gänzle, 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. 

FOS 
Cepas BAL 

T33 T38 T39 T40 

0 % 18.9 ± 0.2a 10.4 ± 0.5 ab 10.9 ± 0.3 b N/E 

0.6 % 10.7 ± 0.2 b 10.9 ± 0.2 b 9.9 ± 0.3 a 6.9 ± 0.4  

0.8 % 11.3 ± 0.3 c 10.6 ± 0.4 ab 10.1 ± 0.3 a N/E 

1.0 % 11.6 ± 0.7 c 10.7 ± 0.8 ab 10.8 ± 0.2 b N/E 

1.2 % 11.2 ± 0.4 bc 10.0 ± 0.7 a 10.8 ± 0.3 b N/E 

     1Promedio de tres repeticiones del diámetro de inhibición (mm) ± desviación estándar.                
a, b, c, Valores con letras minúsculas diferentes en la misma columna expresan diferencia 

estadísticamente 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 vías metabólicas de FOS en los lactobacilos: 

Los operones mma (metabolismo de múltiples azúcares), fos y ptsBCA. (Altermann 

et al., 2003; C. Chen et al., 2015; Goh et al., 2006; Yong et al., 2007). Se halló que 

los L. paracasei y L. casei, presentan una forma distinta a L. acidophilus y L. 

plantarum para llevar a cabo la hidrólisis de FOS. L. paracasei y L. casei realizan la 

hidrolisis de FOS fuera de la célula y los productos hidrolíticos correspondientes se 

transportan al interior de la célula (Figura 9)(Cui & Qu, 2021). Los experimentos 

transcripcionales y funcionales han demostrado que un operón fosRABCDXE 

desempeña 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 β-fructosidasa, un gen fosR regulador 

transcripcional y un gen fosX codificador de proteínas (Goh et al., 2006). FosE está 

a cargo de la hidrólisis extracelular de FOS, ubicándose en la membrana celular 

mediante una unión con la región C-terminal (Cui & Qu, 2021).  

 

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

Los FOS, la inulina, la sacarosa o la fructosa podrían inducir la actividad de la β-

fructosidasa, pero la glucosa no. Además, la expresión de genes inducidos por FOS 

fue reprimida por la adición de glucosa, lo que indica que el metabolismo de FOS 

Fuera 

Dentro 
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está sujeto a regulación catabólica (Goh et al., 2006). Algunos de los compuestos 

generados después del metabolismo que podrían atribuir al efecto inhibitorio son 

sobre todo ácido láctico, ácido fórmico, ácido acético y ácido propiónico (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 degradación del piruvato sigue varias vías que conducen a al menos 

cinco productos finales de la fermentación, dependiendo de las condiciones de 

crecimiento: lactato, acetoína, formiato, etanol y acetato (Snoep et al., 1991). Se 

sabe que el lactato es el producto final de la fermentación predominante y es uno 

de los iones más abundantes secretados por los enterococos en condiciones 

anaeróbicas con exceso de glucosa. El lactato, con una p K aʹ de 3,8, es aniónico en 

todos los valores de pH metabólico 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 están relacionados con la 

adhesión bacteriana BopD es un regulador transcripcional de unión a azúcar clpP, 

cpsA y hasC están asociados con el metabolismo bacteriano. El gen bsh codifica la 

hidrolasa de sales biliares (Fu et al., 2022). Probablemente la producción de los 

diversos compuestos, aunado a la expresión de diversos genes hagan que presente 

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

 Actividad antimicrobiana de las cepas BAL con prebiótico contra H. 

pylori  

Como se aprecia en las Tablas 8 y 9 las cuatro cepas de BAL (T33, T38, T39 y T40) 

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

pylori con diámetros de las zonas de inhibición de entre 6.9 a 20.7 mm. La cepa T39 
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con 1% de inulina mostró el menor efecto antagónico y la T38 con 0.6% de inulina 

mostró el mayor efecto. En general, los prebióticos 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 

prebióticos 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 

Inulina 
Cepas BAL 

T33 T38 T39 T40 

0 % 110.6 ± 0.4a 10.9 ± 0.1a 8.0 ± 0.5b 8.5 ± 0.5a 

0.6 % 14.2 ± 1.1b 20.7 ± 1.9c 8.3 ± 0.3bc 8.2 ± 0.3a 

0.8 % 13.6 ± 0.7b 19.9 ± 1.0bc 8.8 ± 0.3c 8.0 ± 0.3a 

1.0 % 13.6 ± 0.8b 18.9 ± 0.8b 6.9 ± 0.2a 8.3 ± 0.4a 

1.2 % 13.8 ± 0.3b 11.3 ± 0.5a 7.3 ± 0.5a 7.8 ± 1.0a 

1Promedio de tres repeticiones del diámetro de inhibición (mm) ± desviación estándar.                    
a, b, c, d Valores con letras minúsculas diferentes en la misma columna expresan diferencia 

estadísticamente significativa (p< 0.05), prueba de Tukey. T33, T38 y T39= E. lactis cepas T33, 
T38 y T39, respectivamente, T40= L. paracasei cepa T40. 

Estos resultados indican que la producción 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 (ácido láctico y 

peróxido de hidrógeno) 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 Braïek et al., 

2017, 2018a, 2018b; Sharma et al., 2021).  

Además, existen reportes que indican que algunas cepas de BAL como L. 

plantibacillus y Levilactobacillus (S27, S42 y S61) cambiaron la producción de 

ácidos orgánicos (ácidos láctico, oxálico y málico) al cambiar los prebióticos FOS o 

xilooligosacáridos (XOS). En presencia de XOS los ácidos orgánicos eran más 

diversos y con mayor contenido, mientras que en presencia de FOS estaban 
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altamente dominados por los ácidos oxálico y láctico, 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 inhibición obtenidos contra 

las bacterias patógenas fueron de 20.77 a 22.27 mm. (Abouloifa et al., 2020). Podría 

ser que, las cepas BAL objeto del presente estudio también estén experimentando 

un cambio de producción de metabolitos al adicionar un prebiótico diferente (inulina 

o FOS) evidenciándose en los diferentes niveles de inhibición 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  

FOS 
Cepas BAL 

T33 T38 T39 T40 

0 % 19.5 ± 0.5a 11.6 ± 0.4a 12.7 ± 0.4b 8.5 ± 0.7a 

0.6 % 10.8 ± 0.3c 13.1 ± 0.4b 12.5 ± 0.5ab 9.4 ± 0.2bc 

0.8 % 11.1 ± 0.5c 12.8 ± 0.2b 12.2 ± 0.4a 9.8 ± 0.3c 

1.0 % 10.0 ± 0.1ab 13.0 ± 0.4b 12.3 ± 0.4ab 9.0 ± 0.0b 

1.2 % 10.5 ± 0.4bc 13.0 ± 0.1b 12.0 ± 0.0a 9.7 ± 0.4c 

1Promedio de tres repeticiones del diámetro de inhibición (mm) ± desviación estándar.                    
a, b, c, d Valores con letras minúsculas diferentes en la misma columna expresan diferencia 

estadísticamente 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=fructooligosacáridos. 

 Sun et al. (2018) determinaron que cuatro cepas de Lactobacillus sin la adición de 

prebióticos inhibieron el crecimiento de H. pylori. Por otro lado, Zheng et al. (2016) 

evaluaron el efecto inhibitorio de la cepa L. pentosus LPS16 sin prebiótico contra H. 

pylori ATCC43505 y J99 mostrando zonas de inhibición de alrededor 15 mm. En 

nuestro estudio las zonas de inhibición 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 más pronunciado 

con inulina en comparación con FOS. Esto podría atribuirse a que son fuentes de 
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carbono distintas, lo que podría ocasionar una modificación en la producción de 

ciertos compuestos antimicrobianos. Estos cambios podrían tener un efecto más 

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

 Efecto antimicrobiano de mezclas de BAL en medios con prebióticos 

Diversos productos probióticos comerciales están elaborados a partir de mezclas 

de distintas cepas entre las que destacan Lactobacillus, Bifidobacterium, y 

Estreptococcus (Fenster et al. 2019), sin embargo, en la mayoría 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 

que la combinación de todas las BAL o probióticos que han demostrado un efecto 

inhibitorio o beneficioso de manera individual se mantendrá e incluso se sumará en 

la mezcla; sin embargo, esta suposición posiblemente no sea así. Se observó que 

ninguna de las mezclas de las BAL presentó mayor efecto inhibitorio (p<0.5) contra 

H. pylori o C. jejuni que el que mostró cada una de las cepas individuales (Tabla 10 

y 11), ni tampoco se vio estimulado su crecimiento bacteriano en comparación con 

las BAL de manera individual (datos no mostrados).  

Tabla 10. Halos de inhibición (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  

Inulina 

Cepas BAL 

T33+T38 T33+T38+T39+T40 T33 T38 T39 T40 

0 % 19.0 ± 0.6b 7.5 ± 0.8a 7.5 ± 0.5 a 8.7 ± 0.5 b 9.0 ± 0.0b 7.0± 0.6a 

0.6 % 9.3 ± 0.5 b 6.5 ± 0.4a 9.3 ± 0.3 b 10.7 ± 0.5 c 10.2 ± 0.4c 6.8 ± 0.3a 

1Promedio de tres repeticiones del diámetro de inhibición (mm) ± desviación estándar.                    
a, b,  Valores con letras minúsculas diferentes en la misma fila expresan diferencia estadísticamente 

significativa (p< 0.05), prueba de Tukey. T33, T38 y T39= E. lactis cepas T33, T38 y 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 inhibición 

mutua entre las cepas de BAL. Otra posibilidad es que, al estar presentes más 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 energía 

sea limitada. 

Tabla 11. Halos de inhibición (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. 

Inulina 

Cepas BAL 

T33+T38 T33+T38+T39+T40 T33 T38 T39 T40 

0 % N/E 6.3 ± 0.4a 7.9 ± 0.9 b 10.2 ± 0.9 c 12.1 ± 0.6 d N/E 

0.6 % 16.2 ± 0.4a N/E 10.6 ± 0.4 c 10.9 ± 0.6 c 9.2 ± 0.3 b N/E 

1Promedio de tres repeticiones del diámetro de inhibición (mm) ± desviación estándar.                                
a, b Valores con letras minúsculas diferentes en la misma fila expresan diferencia estadísticamente 
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 

 

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 adhesión epitelial de H. pylori, observaron que con ninguna de las mezclas 

se presentó el efecto antiinflamatorio en comparación cuando las bacterias se 

evaluaron de forma individual. Por otro lado, Fooks and Gibson, (2003) demostraron 

que C. jejuni se logró inhibir solo mediante la mezcla de Lactobacillus plantarum 

0407 y Bifidobacterium bifidum Bb12, junto con oligofructosa y xilooligosacáridos 

Los resultados obtenidos en la presente investigación sugieren que al mezclar BAL 

o probióticos no se siempre se genera un efecto sinérgico inhibitorio contra 

microorganismos patógenos. Sin embargo, sería interesante investigar si otros 

efectos beneficiosos, como la estimulación del sistema inmunológico, la 

competencia por el sitio de acción, la coagregación con el patógeno, entre otros, 

podrían potenciarse al realizar la mezcla.  
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 Sinergismo entre BAL y antibióticos contra C. jejuni y H. pylori 

Se evaluó el efecto inhibitorio de BAL (T33, T38, T39 y T40) en combinación con 

antibióticos 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 

mostró diferencia significativa (p<0.05) entre la combinación 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 

que mejor efecto inhibitorio presentaron fue la combinación con gentamicina y 

kanamicina, respetivamente. 

La cepa T39 presentó el mismo comportamiento que la cepa T38, es decir, el mejor 

efecto inhibitorio contra C. jejuni lo presento en combinación de gentamicina y 

kanamicina. Por último, la cepa T40 y el antibiótico de forma individual no mostraron 

efecto inhibitorio alguno contra C. jejuni. 

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

Tratamiento 

 Halo de inhibición 
(mm)  

Antibiótico 
T33 + 

Antibiótico 
T38 + 

Antibiótico 
T39 + 

Antibiótico 
T40 + 

Antibiótico 

Control (BAL) --- 110.89 ± 0.33de 9.33 ± 0.13ab 9.17 ± 0.12a N/E 

Ácido nalidíxico N/E 10.18 ± 0.22bc 8.80 ± 0.13a 9.77 ± 0.30ab N/E 

Amikacina N/E 9.89 ± 0.08 abc N/E 9.74 ± 0.39ab N/E 

Ceftriaxona N/E 9.60 ± 0.10a 8.58 ± 0.17a 9.45 ± 0.04a N/E 

Ciprofloxacina N/E N/E 8.84 ± 0.23a N/E N/E 

Colistina N/E 10.40 ± 0.13cd 9.12 ± 0.42a N/E N/E 

Estreptomicina N/E 10.25 ± 0.12 c 9.12 ± 0.32a N/E N/E 

Gentamicina N/E 9.67 ± 0.14ab 9.52 ± 0.24c 10.51 ± 0.55b N/E 

Kanamicina N/E 10.95 ± 0.23e 9.36 ± 0.54bc 10.52 ± 0.10b N/E 

Neomicina N/E 10.32 ± 0.22c 9.00 ± 0.26a 9.96 ± 0.18ab N/E 

1Promedio de tres repeticiones del diámetro de inhibición (mm) ± desviación estándar. a, b, c, d, e, 

Valores con letras minúsculas diferentes en la misma columna expresan diferencia 
estadísticamente 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 combinó con los diferentes antibióticos se 

puede observar que no presentaron un incremento significativo (p<0.05) en la 

inhibición de H. pylori, respecto al control (únicamente la BAL) (Tabla 13). Por otro 

lado, la cepa T38 con ácido nalidíxico fue la combinación que presentó el mayor 

efecto inhibitorio contra H. pylori de entre las diferentes combinaciones de T38 con 

antibióticos. Sin embargo, esta combinación no presentó 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 mostró la mayor inhibición contra el 

patógeno de prueba (Tabla 13) en comparación con las diferentes combinaciones 

con antibioticos. Por el contrario, la cepa T40 no evidenció en ninguna de las 

combinaciones establecidas inhibición contra H. pylori. Esto mismo ocurrió cuando 

se probó el efecto inhibitorio que podría tener el antibiótico de forma individual contra 

dicho patógeno.  

De esta forma se demostró que la adición de los antibióticos de prueba no presentó 

sinergismo con las diferentes cepas de BAL en la inhibición de H. pylori, patógeno 

objeto de estudio. Y también se reafirman los resultados obtenidos en una 

investigación previa (Jiménez-Villeda, 2016), en donde se demostró que las cepas 

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

En comparación con los resultados obtenidos en la Tabla 13 en donde se evidenció 

que la incorporación de antibióticos a las diferentes de cepas de BAL no incrementó 

su efecto inhibitorio contra H. pylori. Para C. jejuni sucedió lo contrario ya que las 

cepas de E. lactis T33, T38 y T39 en combinación con algunos antibióticos 

mostraron el mejor efecto inhibitorio. 

Si bien la combinación de BAL con antibióticos no mostró sinergismo alguno en la 

inhibición de H. pylori. Esta combinación podría tener otros beneficios como los 

reportados por Wu et al. (2019) quienes suplementaron la administración de una 

terapia triple de fármacos con Bacillus subtilis y E. faecalis en individuos infectados 

con H. pylori y descubrieron que la suplementación con probióticos con puede inhibir 

la reducción de la microbiota intestinal. 
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Tabla 13. Efecto inhibitorio de mezclas de BAL con antibióticos contra H. pylori 

Tratamiento 

Halo de inhibición  
(mm) 

Antibiótico  
T33 + 

Antibiótico 
T38 + 

Antibiótico 
T39 + 

Antibiótico 
T40 + 

Antibiótico 

Control (BAL) --- 19.76 ± 0.09a 11.75 ± 0.00bc 11.59 ± 0.25b N/E 

Ácido nalidíxico N/E 10.82 ± 0.33a 12.10 ± 0.00c 11.08 ± 0.03ab N/E 

Amikacina N/E 10.49 ± 0.25a N/E 11.56 ± 0.45b N/E 

Ceftriaxona N/E 9.59 ± 0.20a 11.00 ± 0.44ab 10.53 ± 0.36a N/E 

Ciprofloxacina N/E N/E 10.89 ± 0.21ab N/E N/E 

Colistina N/E 10.12 ± 0.07a 10.93 ± 0.29ab N/E N/E 

Estreptomicina N/E 10.54 ± 0.26a 10.95 ± 0.17ab N/E N/E 

Gentamicina N/E 10.53 ± 0.95a 10.79 ± 0.6ab 11.51 ± 0.29b N/E 

Kanamicina N/E 10.64 ± 0.72a 10.25 ± 0.50a 10.98 ± 0.25ab N/E 

Neomicina N/E 10.82 ± 0.48a 11.37 ± 0.29bc 11.14 ± 0.03ab N/E 

1Promedio de tres repeticiones del diámetro de inhibición (mm) ± desviación estándar. a, b, c Valores 
con letras minúsculas diferentes en la misma columna expresan diferencia estadísticamente 

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 combinación de BAL con antibióticos mejoró el mejor efecto 

inhibitorio contra C. jejuni. Es decir, T33, T38 y T39 mostraron tener el potencial de 

actuar sinérgicamente con los antibióticos. Algunos ensayos in vitro han demostrado 

que la combinación de tetraciclina y caldo de fermentación de probióticos tiene 

mayores efectos antimicrobianos contra las cepas clínicamente resistentes de 

Pseudomonas aeruginosa que la tetraciclina o el caldo de fermentación de 

probióticos por sí 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 antibióticos.  

En consecuencia, una combinación de probióticos y antibióticos puede tener un 

mayor efecto antibacteriano contra patógenos Gram negativos o Gram positivos 

(Lau et al., 2016).  
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 Detección de bacteriocinas, peróxido de hidrógeno y ácidos orgánicos 

presentes en cultivos de BAL 

Respecto a la detección de bacteriocinas, peróxido de hidrogeno y ácidos orgánicos 

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 

que las cepas T38, T39 y T40 producen bacteriocinas, ácido orgánico y peróxido de 

hidrógeno y la cepa T33 solo peróxido de hidrogeno (Tabla 14).  

La inhibición de H. pylori y C. jejuni in vitro por las diferentes BAL se podría tribuir a 

la producción de estos compuestos con efecto antibacteriano. Más específicamente, 

los sobrenadantes de los cultivos de las cepas de BAL T38, T39 y T40 que fueron 

tratados con tripsina (1 mg/mL) no presentaron ningún 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 presentó efecto inhibitorio.  

Esto indica que el efecto inhibitorio de las cepas T38, T39 y T40 se debe a la posible 

producción de bacteriocinas o enterocinas. Ya que la tripsina en una enzima 

proteolítica, tiene la capacidad de hidrolizar proteínas (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 peptídica de las bacteriocinas (Jawan et al., 2021).  . 

Ben Braïek 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 patógenos 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 inhibición también pudiera atribuirse a la 

producción de peróxido de hidrógeno. Por otro lado, el sobrenadante ajustado a pH 

6.5 no mostró ningún 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, podría deberse también por la producción de ácidos orgánicos 

(Tabla 14). No obstante, en el caso de T33 si se observó efecto inhibitorio del cultivo 

a pH 6.5 (Tabla 14).  

Tabla 14. Compuestos antimicrobianos producidos por cepas BAL T33, T38 y T39 contra 

H. pylori y C. jejuni. 

Cepas BAL 
Compuesto  

antimicrobiano  

Cepas patógenas 

H. pylori C. jejuni 

T33 

H2O2 + + 

Bacteriocina - - 

Ácidos orgánicos - - 

T38 

H2O2 + + 

Bacteriocina + + 

Ácidos orgánicos + + 

T39 

H2O2 + + 

Bacteriocina + + 

Ácidos orgánicos + + 

T40 

H2O2 + + 

Bacteriocina + + 

Ácidos orgánicos + + 

 

Prabhurajeshwar and Chandrakanth, (2017) reportaron que tres cepas de 

Lactobacillus T2, T4 y T16 inhibieron diferentes bacterias patógenas tales como 

Staphylococcus aureus, E. coli, S. Typhi y Shigella. Probaron que el efecto 

inhibitorio se podría atribuir a la producción de bacteriocinas, ácidos orgánicos y 

peróxido de hidrogeno. Por otro lado, Touré et al. (2003) evaluaron la acción 

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 concentración 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 sí presentaron actividad antimicrobiana. 

Los investigadores concluyeron que el efecto antagónico de las cepas de 

Bifidobacterium sp, podría ser atribuido a la producción de bacteriocinas 

específicamente 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 debió 

principalmente a la producción de ácido orgánicos, 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 producción 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 señalar 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 producción de 

bacteriocinas, ácidos orgánicos y/o peróxido de hidrogeno, existen otros 

compuestos químicos como ácidos grasos de cadena corta, reuterina, etc. que son 

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

 Propiedades de adherencia de las bacterias probióticas  

La capacidad de las bacterias probióticas para adherirse a las células epiteliales y 

su posterior colonización 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 probiótico o en las cepas probióticas. Algo semejante ocurre con las 

bacterias patógenas, no obstante, para ese caso no es una propiedad deseable. En 

el presente estudios se determinaron 3 propiedades de adhesión in vitro de las 4 

cepas de BAL y de patógenos H. pylori y C. jejuni. 
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6.9.1 Autoagregación de las cepas de BAL y de patógenos H. pylori y C. 

jejuni 

La autoagregación 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 

autoagregación está dada por la aglomeración de bacterias de la misma cepa (Lee 

et al., 2014). Esta capacidad es una condición previa para la colonización y la mejora 

de la persistencia de las cepas bacterianas en el tracto gastrointestinal (Kim et al., 

2022; Lee et al., 2014). Además, el equilibrio de la microbiota en el tracto 

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

En la Tabla 15 se muestran los resultados del ensayo de autoagregación de las 

cepas de BAL, H. pylori y C. jejuni ensayadas. Las tasas promedio de 

autoagregación de las cepas oscilaron entre 19 y 43 % a las 24 h de incubación. 

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 mostró la tasa de autoagregación más baja. H. pylori mostro una tasa 

de autoagregación del 22%. Mientras que C. jejuni mostró una tasa de 

autoagregación del 30%. Ben Braïek et al. (2018) hallaron tasas de 31% de 

autoagregación para cepas de Enterococcus lactis aisladas de camarones crudos. 

Por otro lado, Ahmadova et al. (2013) registraron un valor de autoagregación de E. 

faecium AQ71 de 55%.  

Por otra parte, Li et al. (2015) reportaron valores de autoagregación 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 autoagregación para L. casei cepa FBL6 del 30%. En 

general, los valores de autoagregación de cepas de BAL que se han reportado por 

diferentes investigadores son similares a los valores obtenidos en la presente 

investigación.  

 

 

 



 

85 
 

Tabla 15. Porcentaje de autoagregación de BAL cepas T33, T38, T39, T40, H. pylori y C. 

jejuni 

Cepas 

bacterianas 

Autoagregación (%) 

2 h 4 h 18 h 24 h 

T33 1 2.6 ± 0.3 a 5.8 ± 0.9 b 16.9 ± 0.5 c 42.9 ± 1.9 d 

T38 2.3 ± 1.4 a 4.6 ± 1.1 a 15.6 ± 1.7 b 19.1 ± 1.7 b  

T39 2.0 ± 0.6 a 2.5 ± 0.2 a 30.9 ± 0.1 b 40.4 ± 1.6 c 

T40 8.0 ± 0.7 b 3.4 ± 1.3 a 29.6 ± 1.2 c 36.3 ± 2.0 d 

H. pylori 2.7 ± 0.4a 6.4 ± 0.7b  18.5 ± 1.3c 22.0 ± 1.2d 

C. jejuni 4.4 ± 1.1 a 13.2 ± 0.7 d 16.5 ± 0.3 b 29.8 ± 1.3 c 

 1Promedio de tres repeticiones (%) ± desviación estándar.                                                                  
a, b, c, d  Valores con letras minúsculas diferentes en la misma columna expresan diferencia 

estadísticamente significativa (p< 0.05), prueba de Tukey. T33, T38 y T39= E. lactis cepas T33, 
T38 y 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 autoagregación de 

alrededor del 40%. Por otro lado, Attaran and Falsafi (2017) determinaron la 

autoagregación 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 podría atribuirse al tipo de cepa. Además, los autores antes 

mencionados describen la relación que existe entre autoagregación y la formación 

de biopelículas en algunas cepas de H. pylori, citando que a mayor autoagregación 

la generación de biopelículas es más evidente.  

Por otra parte, se han reportado valores de autoagregación de diferentes cepas de 

C. jejuni que van desde 12 a 75% (Lee et al. 2016; Noreen et al. 2019). La diferencia 

en la capacidad de autoagregación de C. jejuni en las diferentes investigaciones y 

en lo hallado en la presente investigación, podría estar dada por el tipo de cepa de 

C. jejuni. Por otro lado, la capacidad de autoagregación de C. jejuni podría 

desempeñar un papel en la invasividad a las células intestinales, además la 

capacidad de autoagregación sirve como marcador de virulencia de muchos 

patógenos bacterianos entéricos Gram-negativos (Chiang et al., 1995; Menozzi et 

al., 1994; Salaheen et al., 2014). 
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6.9.2 Coagregación de BAL con C. jejuni y H. pylori 

Los resultados de la coagregación 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 exhibió la mayor capacidad de coagregación (24.2 %) con 

H. pylori en comparación con las otras cepas de BAL. Por otro lado, la cepa T40 

exhibió la mayor capacidad de coagregación (24.1 %) con C. jejuni. Los hallazgos 

de esta investigación son superiores a los resultados reportados por Nami et al. 

(2019). Estos autores reportaron valores de coagregación 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 mostró una tasa de coagregación con S. Typhimurium 

de alrededor del 30%. 

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

y C. jejuni. 

Cepas BAL 
Coagregación (%) 

H. pylori  C. jejuni 

T33 124.2 ± 0.4 a 23.6 ± 0.6 a 

T38 23.8 ± 0.5 a 23.8 ± 0.6 a 

T39 23.7 ± 0.5 a 24.1 ± 0.1 a 

T40 23.5 ± 0.4 a 24.1 ± 0.2 a 

1Promedio de tres repeticiones (%) ± desviación estándar                                                                  
a, b, c,  Valores con letras minúsculas diferentes en la misma columna expresan diferencia 

estadísticamente 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 presentó 

una coagregación con H. pylori de 38.2%, sin embargo estos autores indicaron que 

a pH ácidos (2-3) la coagregación entre diferentes cepas de BAL y H. pylori se 

incrementaba. Campana et  al. (2017) reportaron valores de coagregación de 

diversas cepas de BAL contra C. jejuni de entre 3 a 19%. También, Khan et al. 

(2020) observaron valores de coagregación de diferentes cepas e BAL con C. jejuni 

de entre 2.5 a 23.3 %.  



 

87 
 

La coagregación se refiere a la agrupación entre dos especies bacterianas 

diferentes (E. Kim et al., 2022). La capacidad de coagregación de las cepas de BAL 

y patógenas puede dificultar la colonización del intestino por bacterias patógenas,  

disminuyendo la probabilidad de infección (K. W. Lee et al., 2014). Tareb et al. 

(2013) mencionaron que la capacidad de las BAL para coagregarse con bacterias 

patógenas podría atribuirse a las interacciones entre las proteínas de la superficie 

celular de las BAL y los patógenos, así como a las interacciones entre los 

carbohidratos de ambos microorganismos. Por otro lado, Collado et al. (2008) 

reportaron que la capacidad de coagregación de las BAL depende del tiempo y de 

las características de la superficie de las cepas bacterianas.  

En general, los valores de coagregación de las diferentes cepas BAL con H. pylori 

y C. jejuni que se reportan en la presente investigación 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. El menor valor de hidrofobicidad fue para la cepa T39 

y el más alto para T40. Cabe señalar 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 investigación. Habrá 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. pylori y C. jejuni 

Cepas BAL 
Hidrofobicidad de la 

superficie celular (%) 

T33 121.0 ± 0.1b 

T38 20.0 ± 0.8 b 

T39 3.2 ± 0.9 a 

T40 87.6 ± 1.1 d 

H. pylori 5.37 ± 0.9 a 

C. jejuni 28.7 ± 0.3 c 

1Promedio de tres repeticiones (%) ± desviación estándar                                                                  
a, b, c,  Valores con letras minúsculas diferentes en la misma columna expresan diferencia 

estadísticamente 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 otro lado, C. jejuni presentó 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 unión a las células epiteliales humanas 

(Nguyen et al., 2011). Cabe señalar que en el presente estudio L. paracasei T40 

mostró un porcentaje de hidrofobicidad del 87%, lo que podría significar mayor 

afinidad a las células epiteliales y por tanto una mejor adhesión, compitiendo de esta 

forma por el sitio de acción 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 hidrófobas. La hidrofobicidad se 

correlaciona con la capacidad de adhesión de las bacterias a las células epiteliales. 

La mayoría de las superficies del cuerpo humano son en su mayoría de carácter 

hidrófobo. Esto promueve la unión de las bacterias, ya que las bacterias con 

superficies hidrofóbicas pueden tener una mayor afinidad por las superficies 

hidrofóbicas de las células epiteliales intestinales. Esta afinidad puede facilitar la 
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unión 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 señalar que la adherencia bacteriana al epitelio intestinal es un 

proceso multifacético que involucra múltiples factores, y la hidrofobicidad es solo 

uno de ellos. Otros factores, como la presencia de fimbrias, pili, lectinas, y factores 

específicos de la bacteria y del huésped, también desempeñan un papel crucial en 

la capacidad de las bacterias para colonizar el tracto gastrointestinal (M. Kim et al., 

2010). 

 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 acumulación de 

ureasa en el citoplasma, los factores de adhesión, la citotoxina A vacuolizante y el 

gen A asociado a la citotoxina para invadir el estómago del huésped, causar 

enfermedades y evadir las defensas del huésped. La expresión de estos factores 

de virulencia están asociados con la patogenicidad de H. pylori (Sgouras et al., 

2015).  

Específicamente, la ureasa producida por H. pylori es una metaloenzima que 

hidroliza la urea presente en el estómago en amonio y dióxido de carbono. El 

amonio producido aumenta el pH, elevándolo hasta 6 o 7 en su entorno, 

neutralizando el ácido clorhídrico del estómago, lo que ocasiona aclorhidria 

transitoria, con un pH gástrico neutro; propiciando un microambiente que le permite 

sobrevivir mientras se mueve para llegar al epitelio gástrico (Cervantes-García, 

2016). 

La actividad ureasa se determinó en un medio que contenía tampón fosfato, urea y 

rojo fenol al 0.012% (como indicador de pH). El principio de este análisis fue la 

producción de amonio debido a la hidrólisis de la urea, determinándose mediante la 

absorbancia a 550 nm.  
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H. pylori fue crecido en medio de cultivo BHI con 5% SFB ajustado a pH 2, 3, 4 y 5, 

respectivamente. Los diferentes ajustes de pH se realizaron con la finalidad de 

determinar la actividad de la ureasa. Por otro lado, se valoró 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, así 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 ureI 

de H. pylori ya que se abren por completo a pH 5 (Figura 10 d), lo que permite la 

entrada rápida de urea en la bacteria, produciéndose cantidades inusualmente 

grandes de amonio (Kao et al., 2016). No obstante, la inhibición 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 comparación con los tratamientos en los el SLC fue 

ajustado a pH 6.5. 

El efecto de inhibición de los SLC de la cepas BAL se perdió cuando este fue 

ajustado en pH de 6.5, lo que indica que este efecto puede estar mediado por los 

ácidos orgánicos 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 perdía 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 antagónica de las cepas de BAL contra H. pylori y las 

propiedades de adherencia. Demostrando que las cepas T33, T38, T39 y T40 

estudio podrían emplearse como coadyuvantes en tratamientos contra infecciones 

causadas por esta patógeno. Sin embargo, es importante mencionar que antes de 

aseverar dicho efecto es necesario realizar pruebas in vivo con animales de 

experimentación 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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 Caracterización de los microencapsulados obtenidos mediante secado 

por aspersión 

6.11.1 Eficiencia de encapsulación (%) 

En su mayoría las BAL son susceptibles a variables de fabricación de alimentos, 

como elevadas temperaturas o temperatura ambiente, presencia de oxígeno, 

variaciones de pH, humedad (Santivarangkna et al., 2011). Además 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 está buscando estrategias novedosas para mantener la 

supervivencia de los probióticos, antes y después a su ingesta (Barajas-Álvarez et 

al., 2023). Estas estrategias abarcan la elección de cepas BAL resistentes a pH 

ácidos y bilis, la utilización de envases herméticos, la incorporación de bacterias 

adaptadas al estrés, la inclusión de nutrientes, y la encapsulación de los probióticos 

(Barajas-Álvarez et al., 2022).  

En el proceso de encapsulación, se eligieron exclusivamente aquellos tratamientos 

que demostraron los mejores resultados en pruebas anteriores, tales como el efecto 

inhibitorio con y sin prebiótico frente a C. jejuni o H. pylori, la autoagregación, 

coagregación, la hidrofobicidad de la superficie celular y la inhibición de la actividad 

de ureasa producida por H. pylori. 

Después del proceso de encapsulado se evaluó la sobrevivencia de las cepas BAL 

(T33, T38, T39 y T40) con y sin prebióticos (inulina o FOS) después del proceso de 

microencapsulación (secado por aspersión) empleando almidón modificado (N-

lok®, Ingredion) como material pared, calculando el porcentaje de eficiencia de 

encapsulación (%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 algún prebiótico (inulina o FOS) presentaron un 

incremento en la eficiencia de encapsulación en comparación con la bacteria sin 

adición del prebiótico. Específicamente, Enterococcus lactis cepa T40 adicionada 

con 0.6% de FOS fue quien obtuvo el mayor porcentaje de eficiencia de 



 

93 
 

encapsulación 99.8%. Seguida de Enterococcus lactis cepa T38 con inulina al 0.6% 

(98.4%). Es decir, el prebiótico incrementó la eficiencia de encapsulación el proceso 

de encapsulación.  

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

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

Tratamiento 
Eficiencia de 

encapsulado (%) 

Actividad de 

agua  

Humedad  

(%) 

T33 190.9 ± 2.9 a 0.319 ± 0.028 b  5.5 ± 0.1 a 

T33+0.6% inulina 91.9 ± 0.4 a 0.247 ± 0.015 a 5.3 ± 0.2 a 

T38 93.9 ± 2.7 a 0.299 ± 0.015 a 5.7 ± 0.9 a 

T38+0.6% inulina 98.4 ± 0.8 c 0.266 ± 0.004 a 5.1 ± 0.5 a 

T38+0.6% FOS 95.3 ± 1.1 ab 0.280 ± 0.024 a  7.4 ± 0.2 b 

T39 90.8 ± 0.7 a 0.344 ± 0.019 b 5.8 ± 0.3 b 

T39+0.6% inulina + %FOS 91.8 ± 2.2 a 0.226 ± 0.007 a 5.1 ± 0.2 a 

T40 97.0 ± 1.80 a 0.268 ± 0.019 a 5.3 ± 0.4 a 

T40+0.6% FOS 99.7 ± 0.7 b 0.310 ± 0.024 a  6.9 ± 0.0 b 

1Promedio de tres repeticiones (%) ± desviación estándar                                                                  
a, b, c,  Valores con letras minúsculas diferentes en la misma columna expresan diferencia 

estadísticamente significativa (p< 0.05), prueba de Tukey. T33, T38 y T39= E. lactis cepas 
T33, T38 y T39, respectivamente, T40= L. paracasei cepa T40 

 

Se ha planteado la idea de que ciertos polisacáridos como inulina, FOS y 

maltodextrinas, podrían crear una película vítrea alrededor de las células , 

reduciendo la movilidad de los probióticos antes del proceso de secado por 

aspersión, lo que podría mejorar la capacidad de supervivencia de los probióticos 

(Archacka et al., 2019). Además que la inulina y FOS son térmicamente estables y 

poco solubles debido a su alto grado de polimerización, otro factor podría ser 

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

Por otro lado, debido a que el almidón, los FOS y la inulina son compuestos 

polihidroxilados, la combinación de almidón-FOS y almidón-inulina, pueden 

interactuar principalmente mediante enlaces de hidrógeno, estos mismos puentes 

de hidrogeno pueden formarse entre los fosfolípidos de la membrana y las proteínas 
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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 concentración de BAL (T33, T38, T39 

y T40) fue superior a 106 UFC/g, que es la dosis mínima recomendada para 

productos probióticos (Barajas-Álvarez et al., 2022; FAO/WHO, 2002). 

Investigadores como Bustamante et al. (2020) obtuvieron una eficiencia de 

encapsulación superior al 90% para los géneros Lactobacillus rhamnosus (91.23%), 

Lactobacillus plantarum (94.77%), Bifidobactetium longum (96.07%) y 

Bifidobacterium  infantis (97.24%) cuando fueron encapsulados con polisacáridos 

como inulina o mucílago de las semillas de chía o lino, empleando el secado por 

aspersión. En el presente trabajo se obtuvieron resultados similares ya que en todos 

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

Por otro lado, Nunes et al. (2018) microencapsularon a L. acidophilus con inulina, 

trehalosa o Hi-Maize® mediante secado por aspersión; los mayores porcentajes de 

encapsulación del probiótico se obtuvieron con inulina y maíz (93.12% y 94.26%, 

respectivamente). En otro estudio, Pinto et al. (2015), microencapsularon 

Bifidobacterium BB-12 con lactosuero dulce y dos prebióticos diferentes (inulina y 

polidextrosa), las microcápsulas producidas sólo con suero dulce mostraron el 

mayor % EE 95.43. Estas investigaciones dan evidencia sobre un alto % EE (> al 

90%) en presencia de algún prebiótico cuando se encapsula mediante secado por 

aspersión.   

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 bioquímicas, es decir, está 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. Específicamente, los tratamientos de las 

cepas T33 y T39 con y sin prebiótico presentaron diferencias estadísticamente 

significativas, de tal forma que los tratamientos en presencia del prebiótico 

presentaron la menor aw (0.2).  Según lo informado por Reyes et al. (2018), un valor 
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de aw cercano a 0.3 presentó un impacto positivo en la viabilidad de los probióticos 

durante un período de almacenamiento de 60 días. Los autores destacaron que una 

baja actividad de agua previene el crecimiento de microorganismos no deseados y 

reacciones químicas no deseadas, como la oxidación de lípidos. 

Por otra parte, los valores por debajo de 0.3 de aw promueven la estabilidad del 

polvo y prolongan la vida útil al reducir la presencia de agua libre disponible para las 

reacciones químicas (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 aspersión conduce a una transferencia de calor a las 

partículas, esto aumenta la fuerza motriz de la evaporación, lo que conduce a una 

mayor eliminación de agua por lo tanto, se producen polvos con menor contenido 

de humedad (Daza et al., 2016). Cabe mencionar que en la presente investigación 

se empleó 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 está relacionada con la cantidad de grupos hidrófilos en la estructura del 

alimento, los cuales pueden unirse a las moléculas de agua presentes en el aire 

circundante (Barajas-Álvarez et al., 2022). Además, los diferentes niveles de 

humedad podrían interferir en las propiedades del polvo como, en la forma, la 

distribución del tamaño 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)-β-glucosídicos y llevan 

una sola unidad de D-glucosil en el extremo no reductor de la cadena, unida (1→2)-

α. Por ende, los FOS cuentan con múltiples grupos hidroxilo que están disponibles 

para absorber agua (Barajas-Álvarez 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 útil de los polvos 

probióticos, lo que coincide con los hallazgos de la presente investigación.  

Autores como Jurado et al. (2021) obtuvieron resultados similares a los de este 

trabajo, ellos encapsularon Lactobacillus plantarum empleando el secado por 

aspersión 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 útil de los polvos. Con respecto a la humedad, los 

mismos autores obtuvieron el 5.26% en los encapsulados evaluados, explicando 

que la humedad se ve influida por el tamaño del microencapsulado, además que 

una baja humedad evita el crecimiento microbiano y micótico.   

Hernández et al. (2018) obtuvieron un contenido de humedad de 3.31% y aw de 0.26 

al encapsular L. paracasei cepa T40 (una de las cepas empleadas en esta 

investigación) mediante secado por aspersión. Los autores no emplearon la adición 

de prebióticos lo que podría contribuir a un incremento de humedad. 

6.11.3 Caracterización morfológica de las microcápsulas (MEB). 

En las Figuras 11 y 12 se muestran las micrografías 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 micrografía el tamaño de las microcápsulas 

osciló entre 10 y 20 μm.  

La forma de las microcápsulas fue parcialmente esférica (Figuras 11 y 12). Además 

todos los tratamientos presentaron concavidades en la superficie tal y como se 

aprecia en las Figuras 11 y 12, característica dada por el proceso de atomización, 

debido a la rápida evaporación del agua de las gotas (Barajas-Álvarez et al., 2022; 

Nunes et al., 2018). La morfología de los polvos puede cambiar al modificar los 

parámetros de secado por aspersión, tales como la temperatura de secado, la 

velocidad de alimentación y la composición de la solución encapsulante. Cuando se 

lleva a cabo el proceso de secado a temperaturas bajas, regularmente se producen 

deformaciones y contracciones de las partículas debido a la lenta difusión del agua. 

A altas temperaturas, las partículas tienden a expandirse, formando una superficie 
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sólida y, en ciertos casos, fracturarse debido a la rápida evaporación del agua y la 

elevada presión interna (Alamilla-Beltrán et al., 2005). 

Las micropartículas obtenidas en la presente investigación no presentaron 

evidencia de grietas o fracturas visibles en sus superficies, lo que indica que la 

permeabilidad al aire es muy baja o prácticamente inexistente. Esto asegura una 

protección adicional de los microorganismos probióticos (Nunes et al., 2018; Rajam 

& Anandharamakrishnan, 2015). Además, no se detectaron bacterias en forma libre 

en las micrografías analizadas (Figuras 11 y 12), lo que respalda la idea de que se 

llevó adecuadamente la encapsulación y que se formó una capa alrededor de los 

probióticos. Resultados similares fueron reportados por Nunes et al. (2018) y 

Barajas-Álvarez et al. (2022) en investigaciones con combinaciones de fructanos de 

agave, maltodextrina, inulina, trehalosa y almidón de maíz modificado. 

Rodríguez-Barona et al. (2012) reportaron resultados similares para encapsulados 

de Lactobacillus casei y Lactobacillus rhamnosus. Aunque no se determinó el 

promedio del tamaño de las micropartículas, las micrografías por MEB permitieron 

estimar el tamaño de las microcápsulas de ≈ 10 a 20 μm.  

Jurado et al. (2021) reportaron tamaños de partícula de 15.18 a 35.6 µm cuando 

microencapsularon Lactobacillus plantarum mediante secado por aspersión, los 

valores reportados por estos autores coinciden con lo hallado en la presente 

investigación.  

Por otro lado, Pérez-Leonard et al. (2013) reportaron características morfológicas 

de las microcápsulas con formas redondas u ovaladas concluyendo que estas 

formas tienen mayor facilidad de distribución al producto final. Por otra parte, estos 

mismos autores describen que un tamaño de partícula se considera óptimo cuando 

se encuentra en un rango de 15 a 100 µm, cápsulas mayores a 100 µm son muy 

fáciles de detectar en la boca, y menores a 15 µm no dan una buena protección 

frente a agentes externos. 
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a)  

(a) T33  (b) T33+0.6%inu  

(c) T38  (d) T38+0.6%inu  

(e) T38+0.6%FOS  

Figura 11. Microfotografías (1000x) de las microcápsulas de cepas BAL con y sin prebiótico:f(a) E. 
lactis cepa T33 sin prebiótico; (b) E. lactis cepa T33 con 0.6% de inulina; (c) E. lactis cepa T38 sin 
prebiótico; (d) E. lactis cepa T38 con 0.6% de inulina; (e) E. lactis cepa T38 con 0.6% de FOS 
(continuación Figura12). 
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(f) T39 (g) T39+0.6%inu+FOS  

(h) T40  (i) T40+0.6% FOS  

Figura 12. Microfotografías (1000x) de las microcápsulas de cepas BAL con y sin prebiótico: (f) E. lactis 

cepa T39 sin prebiótico; (g) E. lactis cepa T39 con 0.6% de inulina y FOS; (h) L. paracasei cepa T40 sin 
prebiótico; (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 ácido 2 y 3 

El estrés al que se enfrentan los probióticos en el tracto gastrointestinal comienza 

después de la ingesta del alimento probiótico. La habilidad de los probióticos para 

sobrevivir en esta región es fundamental para que puedan ejercer sus efectos 

benéficos (Barajas-Álvarez 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 prebiótico, cuando fueron expuestas a pH 2 y 3 por un periodo de 3 h. Se decidió 

evaluar la exposición de las BAL a diferentes tratamientos de pH bajo durante 3 

horas, ya que se estima que el tránsito de alimentos con predominio de proteínas, 

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 experimentó 

recuento alguno de su viabilidad después de 3 h de exposición a un pH de 2 (Figura 

13). En contraste, cuando la misma cepa bacteriana fue encapsulada con inulina al 

0.6% mostró la mejor viabilidad (5.7 Log UFC/g) después de 3 h de exposición a pH 

2. Este mismo comportamiento se observó en las cepas T39 y T40. La cepa T38 

exhibió un comportamiento diferente, ya que de forma libre mantuvo una viabilidad 

cercana a 8 Log UFC/g después de 3 h de exposición 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 presentó una disminución estadísticamente significativa en comparación con la 

concentración en el momento cero. 

Las cuatro cepas de estudio (T33, T38, T39 y T40) que fueron encapsuladas en 

presencia de algún prebiótico y posteriormente expuestas a pH 2 durante 3 h 

mostraron una viabilidad alrededor de 6 Log UFC/g, concentración mínima 

necesaria de acuerdo a la FOS/WHO (2002) para que un microorganismo probiótico 

pueda ejercer algún 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 prebiótico 

después de ser expuestas a pH 3 por 3 h. En términos generales, se pudo notar, 

que las BAL en forma libre mantuvieron una concentración por encima de 6.4 Log 

UFC/ mL. En diversas investigaciones han revelado que las BAL pueden resistir el 
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estrés ácido al modificar los tipos y niveles de ácidos grasos en sus membranas 

celulares, reduciendo así el daño celular causado por el entorno externo (P. Wu et 

al., 2021). Se ha documentado que la preadaptación ácida de Lactobacillus 

plantarum ZDY2013 (recientemente reclasificado como Lactiplantibacillus 

plantarum ZDY2013) conlleva un aumento significativo en la proporción de ácidos 

grasos saturados y ciclopentano, mejorando de este modo la función de la bomba 

de protones (R. Huang et al., 2016). Las BAL en forma libre mostraron una mayor 

viabilidad a un pH 3 en comparación con la sobrevivencia observada a un pH 2. En 

primer lugar, podría atribuirse a que el pH 3 es menos agresivo para la sobrevivencia 

de los microorganismos estudiados y en segundo lugar la mayoría de las cepas de 

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

Derivado a que el pH del estómago se encuentra generalmente entre 1 y 3, es 

crucial proporcionar una protección a estos microorganismos para asegurar su 

viabilidad al paso por el estómago 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 

prebiótico y expuestas a pH 2 y 3 durante 3 h, mantuvieron una concentración 

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 

o encapsuladas con prebióticos existen otros ensayos que sugieren que la barrera 

de protección proporcionada por la encapsulación ofrece ventajas en comparación 

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 aspersión. Estas 

microcápsulas fueron expuestas a condiciones gástricas hallando una pérdida 

significativa en la viabilidad celular (2 a 3 reducciones logarítmicas) después de 

exponerse a condiciones gástricas (pH 3 por 2h). Sin embargo, se mantuvo una 

concentración de 8 Log UFC/g después de la exposición gástrica.  
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Figura 6. Sobrevivencia de BAL encapsuladas con y sin prebióticos a pH 2 a tiempo 0, 1.5 y 3 h 
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Figura 7. Sobrevivencia de BAL encapsuladas con y sin prebióticos a pH 3 a tiempo 0, 1.5 y 3 h 
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Xavier et al. (2018) encapsularon mediante secado por aspersión Lactobacillus 

acidophilus La-5 con inulina reportando una tasa de supervivencia del 78.7% a 

condiciones ácidas (pH 2 - 2.5). L. acidophilus La-5 tuvo una alta supervivencia en 

el entorno gástrico in vitro en comparación con células libres, debido a la lenta 

degradación de las microcápsulas de inulina en condiciones ácidas, lo que resultó 

en una disminución tardía de la supervivencia de los probióticos. 

Los resultados obtenidos en la presente investigación, junto con los hallazgos de 

otras investigaciones previamente mencionadas dan evidencia de la protección que 

brinda la encapsulación mediante secado por aspersión. Además, la incorporación 

de un prebiótico también contribuye a preservar la viabilidad celular en condiciones 

gástricas simuladas.  

6.11.5 Tolerancia de las cepas BAL encapsuladas a sales biliares 

Es importante destacar que, una de las propiedades de los probióticos es su 

capacidad para resistir las condiciones adversas de tracto gastrointestinal, en 

particular su resistencia a sales biliares. La concentración de sales biliares en el 

intestino humano puede llegar al 0.3%, lo que a menudo se utiliza como condición 

para la detección de probióticos (Fu et al., 2022). Además, se ha observado que la 

encapsulación de un probiótico junto con un prebiótico puede ofrecer una protección 

más eficaz contra los ácidos fuertes y las condiciones biliares, al tiempo que mejora 

las actividades fisiológicas de la microbiota, mejorando así 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 prebióticos a una solución de sales biliares al 

0.3%. En la figura, se observa que los tratamientos de probióticos con prebiótico 

encapsulados resistieron de manera más efectiva. Manteniendo una mayor 

viabilidad (> 6 Log UFC/g) después de 3 h de exposición en comparación con las 

BAL libres.  
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Figura 8. Viabilidad de BAL libres, encapsuladas, encapsuladas con y sin prebióticos a sales biliares al 0.3% a tiempo 0, 1.5 y 3 h 
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Estos resultados concuerdan con las hallazgos reportados  por Peredo et al. (2016) 

quienes encapsularon L. casei Shirota y dos cepas de L. plantarum (Lp33 y Lp17) 

con almidón de papa, platago psyllium e inulina como prebióticos exponiendo las 

microcápsulas simbióticas a sales biliares, observando una viabilidad superior a 6 

Log UFC/g. Por otro lado, Yoha et al. (2020), llevaron a cabo la encapsulación 

mediante secado por aspersión de L. plantarum (NCIM 20283) adicionado con FOS. 

Las microcápsulas fueron expuestas a condiciones simuladas del intestino delgado 

que incluían sales biliares al 1%. En su estudio, observaron una reducción de 4 

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

Las cepas T33, con un contenido del 0.6% de inulina, y T38, con un porcentaje 

equivalente de FOS, exhibieron un incremento en la concentración de células 

viables después de 3 horas de exposición a sales biliares, en comparación con la 

concentración obtenida a las 2 horas (Figura 15). Este comportamiento podría 

atribuirse al hecho de que las BAL encapsuladas aún permanecían inmersas en la 

cápsula, es decir, no se habían liberado por completo a diferencia de las 3 horas, 

momento en el cual es posible que la cápsula ya se hubiera desintegrado, 

permitiendo la liberación de las BAL. Sería interesante llevar a cabo una cinética de 

liberación de las BAL encapsuladas para determinar en qué momento se produce 

la liberación completa de los microorganismos.  

Rajam et al. (2012) demostraron que una combinación de alginato de sodio y una 

proteína de suero desnaturalizada como medio de secado podía mejorar la tasa de 

supervivencia y el comportamiento controlado de liberación central de Lb. plantarum 

durante condiciones ácidas y biliares simuladas. 

En el caso de la cepa T38 encapsulada con un 0.6% de inulina, después de 3 horas 

de exposición a sales biliares, no mostró viabilidad (Figura 15). Esto podría 

atribuirse al estrés por deshidratación sufrido durante el proceso de secado por 

aspersión, que pudo haber causado daño a los ácidos nucleicos (cuyo mecanismo 

aún no se comprende completamente) y a los ribosomas. Estos últimos 

probablemente se vieron afectados debido a la fuga de Mg2+ desde la membrana 

celular comprometida por el calor. (Akanuma et al., 2014). Aunque ciertos daños 
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bacterianos causados por el secado por aspersión pueden ser reparados por 

sistemas de reparación celular, en circunstancias extremas o con daños extensos, 

la viabilidad de la bacteria puede quedar comprometida. La habilidad de una 

bacteria para preservar su integridad genética y ejecutar procesos metabólicos 

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

6.11.6 Viabilidad de las BAL microcápsulas con y sin prebióticos durante el 

almacenamiento 

La viabilidad de las cepas BAL T33, T38, T39 y T40 se evaluó 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 prebiótico o bien sin material pared (BAL sin material pared pasadas por 

el secador por aspersión) almacenados con una actividad de agua de 0.75 y a 30 

°C mostraron un recuento de microorganismos por debajo de las dosis 

recomendadas (Figura 16c, 17c, 18c y 19c). Barajas-Álvarez et al. (2022) informaron 

un comportamiento similar en sobrevivencia de L. rhamnosus. La viabilidad de los 

probióticos disminuyó con el aumento de actividad de agua 0.75 a 20 °C, empleando 

diferentes combinaciones de goma arábiga, fructanos de agave, maltodextrina, 

inulina y trehalosa como materiales de pared. Heidebach et al. (2010) reportaron 

que a medida que los valores de actividad de agua aumentan, se da la oxidación 

lipídica de la membrana bacteriana formando radicales libres, provocando un 

dañando en el ADN y en la propia membrana, de tal forma que podría disminuirse 

la viabilidad de los probióticos. 

Por otra parte, los polvos de BAL T33, T38, T39 y T40 con y sin prebiótico 

encapsuladas mantuvieron una concentración por encima de lo recomendado (106 

UFC/g) después de cuatro semanas de almacenamiento a 30 °C con una actividad 

de agua de 0.32 en comparación con las BAL a las que no se les proporcionó un 

material pared (específicamente este tratamiento fue sometido a las mismas 

condiciones de secado por aspersión, sin adición de material pared). Tal y como se 

aprecia en las Figuras 16d, 17d, 18d y 19d.  
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La sobrevivencia de los probióticos se atribuye a la unión de los grupos hidroxilos (-

OH) de la inulina y los FOS con el grupo cabeza polar del fosfolípido presente en la 

membrana celular, lo cual actúa como un escudo protector ante posibles daños 

ocasionados por variaciones en la humedad del entorno (Agudelo et al., 2017). 

Asimismo, debido a su elevada temperatura de transición vítrea, es que la inulina y 

FOS conservan su estructura amorfa sin experimentar recristalización 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 microcápsulas de BAL (T33, T38, T39 o T40) con prebióticos fueron 

almacenadas con una actividad de agua de 0.32 y temperaturas de 7 °C o 30 °C, 

se observó una disminución 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 disminuyó 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-Álvarez 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 

disminución en la viabilidad de 1.5 Log UFC/g a 25 °C y un valor de actividad de 

agua de 0.32 al utilizar proteínas aisladas de suero, inulina de achicoria y goma 

persa. Sin embargo, en este estudio no se examinó cómo diferentes valores de aw 

afectan la pérdida de viabilidad. 
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Además, un valor elevado de aw puede reducir la tasa de sobrevivencia de los 

probióticos debido al desarrollo de otras bacterias y hongos, los cuales generan 

reacciones químicas no deseadas (Dinkçi et al., 2019; Šipailienė & Petraitytė, 2018). 

Por lo general, los productos probióticos son almacenados durante un largo período 

antes de ser consumidos. La efectividad de su encapsulación radica en mantener la 

viabilidad de los probióticos por encima de la cantidad mínima recomendada (106 

UFC/g) durante los procesos de producción, almacenamiento y consumo, 

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

Por otro lado, es importante evaluar la viabilidad de los probióticos encapsulados a 

diferentes condiciones de almacenamiento variando temperaturas y humedades, ya 

que una adecuada humedad relativa podría mantener la viabilidad de los 

probióticos, sin necesidad de condiciones de refrigeración (4 °C a 7 °C). 

La estabilidad de sobrevivencia de BAL microencapsuladas con prebióticos a 

condiciones controladas de almacenamiento puede ofrecer diversas aplicaciones. 

Una de ellas es que podría ser que sean empleados como suplementos con 

probióticos y prebióticos. Ya que los microencapsulados pueden utilizarse en la 

fabricación de suplementos dietéticos que combinan beneficios de los probióticos 

(BAL) y prebióticos (Viana, 2022). La creciente demanda en el mercado de 

alimentos y suplementos funcionales que contienen probióticos y que requieren 

estabilidad incluso en condiciones no refrigeradas plantea un desafío significativo 

para las industrias de alimentos y suplementos (Ying et al., 2016). En este sentido 

de acuerdo a los resultados obtenidos las BAL que podrían emplearse para este 

tipo de productos serían 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 días de almacenamiento. 
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6.11.7 Morfología de microcápsulas de cepas BAL con y sin prebióticos 

después del almacenamiento  

En las Figuras 20, 21 y 22 se presentan las imágenes obtenidas por microscopía 

electrónica de barrido (MEB) de los polvos de E. lactis T38 y L. paracasei T40, 

respectivamente, después de un período de almacenamiento de cuatro semanas en 

condiciones controladas de actividad de agua y temperatura. Estas micrografías 

muestran que las microcápsulas analizadas con una aw de 0.32 conservaron su 

estructura morfológica inicial aparentemente sin cambios, tanto a 7 °C como a 30 

°C. Es relevante señalar 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 cápsulas mantuvieron su integridad, ya que no mostraron grietas o 

fracturas visuales en sus superficies, lo que sugiere que la permeabilidad al aire es 

mínima o inexistente y, por lo tanto, garantiza una mayor protección de los 

microorganismos probióticos (Rajam & Anandharamakrishnan, 2015).  

Por otro lado, las micrografías revelaron que cuando las microcápsulas son 

almacenadas con una actividad de agua elevada (0.75) estas pierden su forma 

regular (esferas con concavidades en la superficie). Este cambio afectó la viabilidad 

celular, ya que un aumento en los niveles de humedad y en la actividad del agua en 

los alimentos conlleva a una disminución en la tasa de supervivencia de los 

probióticos(Barajas-Álvarez et al., 2022).  

Una baja actividad de agua (aw <0.3) es fundamental para asegurar una óptima 

supervivencia de los probióticos durante el almacenamiento. Para la mayoría 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 disminución de la 

viabilidad de las células probióticas, ya que propicia un aumento en el crecimiento 

de otros microorganismos y hongos, así como la ocurrencia de reacciones químicas 

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 

que una alta actividad de agua (0.70) provocó una pérdida de más de 10 Log UFC/g 

en la viabilidad celular tras un período de almacenamiento de 2 semanas. Durante 

este proceso, no solo la actividad del agua, sino también la humedad relativa del 

entorno, las características de absorción de humedad y la movilidad molecular 

dentro de la matriz alimentaria tienen un impacto significativo en la viabilidad de los 

probióticos (Rodriguez, S., 2012).  

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

atomizado durante la vida útil. 
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Figura 20. Micrografías de microcápsulas de T38 con inulina y FOS obtenidas por MEB (1500X) a tiempo 0 (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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Figura 21. Micrografías de microcápsulas de T38 con inulina y FOS obtenidas por MEB (1500X) a tiempo 0 (T0) 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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 Micrografías de microcápsulas de T40 después de 4 semanas de 

almacenamiento 

T 0 

 
Después del secado 
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 aw 0.75  aw 0.32 
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Figura 22. Micrografías de microcápsulas 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. 
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Pruebas in vivo 
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 Evaluación in vivo el efecto inhibitorio de E. lactis cepas T33, T38 y T39 

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

6.12.1 Distribución de ratones por grupo y condiciones de experimentación  

La Figura 23 ilustra la distribución de ratones en jaulas, cada una albergó a 4 

ratones, lo que resulta en el uso de 2 jaulas por tratamiento (8 ratones). Esta 

cantidad se seleccionó debido a los niveles generalmente bajos de sociabilidad 

observados en los ratones BALB/c. Además, 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 más propensa al desarrollo de colitis, por lo que se utiliza comúnmente en 

investigaciones relacionadas con afecciones intestinales (Adedara et al., 2017; 

Pandurangan et al., 2015) . 

 
Figura 23. Distribución de ratones BALB/c en jaulas 

 

Los ratones fueron sometidos a una semana de observación antes del inicio de la 

experimentación. Durante este período, se observaron comportamientos agresivos 

entre ratones que compartían una misma jaula. Debido a esto, se optó por alojar a 

cada ratón de forma individual, implementando además elementos de distracción 
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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 recreación incluidos en jaulas de ratones 

La inclusión de estos elementos de recreación 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 alteración en los resultados. Algunos autores como Rojas-

Carvajal et al. (2022), mencionan que la inclusión de estímulos adicionales como 

distractores, gimnasios o ruido podría aumentar aún más la validez y el alcance del 

modelo. 

En cuanto a la administración intragástrica de los tratamientos descritos en el 

aparatado 5.13.2, esta se realizó en condiciones de esterilidad en volumen de 100 

µL con ayuda de una cánula calibre 20 tal y como se aprecia en la Figura 25. La 

administración se realizó por las mañanas tratando se seguir la misma rutina, para 

evitar situaciones o condiciones de estrés para los animales. 
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Figura 25. Administración intragástrica de los diferentes tratamientos 

6.12.2 Adherencia de BAL en intestinos de ratón BALB/c 

Los beneficios a la salud que una cepa probiótica 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 información respecto a sus niveles de unión 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 antibiótico a los medios de cultivos. Los roedores fueron administrados con las 

BAL por un periodo de 21 días consecutivos. 

Por otra parte, es importante señalar que la cepa L. paracasei T40 no se incluyó en 

esta experimentación debido a que los resultados obtenidos en las pruebas in vitro 

no evidenciaron el mejor efecto contra el patógeno 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, destacándose por la administración intragástrica a ratones 

BALB/c de tres cepas diversas de E. lactis T33, T38 y T39 encapsuladas, algunas 

con prebióticos y otras sin ellos, durante un período de 21 días. Al finalizar esta 

administración de probióticos, los roedores fueron infectados con C. jejuni y 

posteriormente se les mantuvo hasta el día 28 sin recibir probióticos. Es relevante 

señalar que uno de los tratamientos consistió en la administración de antibiótico 

(oxitetraciclina) después de la inoculación del patógeno.   
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Para evaluar la colonización de E. lactis T33, T38 y T39 después su de 

administración en ratones, se procedió al sacrificio, extrayendo sus intestinos para 

llevar a cabo el recuento de las bacterias lácticas. Dado que las cepas BAL objeto 

de estudio presentaban resistencia a la rifampicina, el recuento se realizó en placas 

con rifampicina con el fin de evitar la interferencia de otras especies. Para analizar 

la colonización de E. lactis T33, T38 y T39 después de 21 días de administración en 

ratones, estos fueron sacrificados al día 28 extrayendo los intestinos para 

posteriormente realizar el conteo las bacterias lácticas. 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 únicamente con PBS no 

mostraron presencia de BAL en comparación con los administrados con alguna 

cepa de E. lactis T33, T38 y T39 (8 Log UFC/mL) hallando una concentración 

alrededor de 4 Log UFC/g. Estos resultados coinciden con lo reportado por  Li et al. 

(2019) quienes hallaron que el número de células de L. rhamnosus disminuyó 

después de la alimentación intragástrica se mantuvo estable en aproximadamente 

5 Log UFC/g.  

Por otro lado, los mismos autores (Li et al., 2019) mencionaron que los probióticos 

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 probióticos que lograron establecerse mostró 

un incremento progresivo desde la parte inicial del intestino delgado (duodeno < 

yeyuno < íleon) hacia la sección más alejada del intestino grueso. Concluyendo que 

este comportamiento indica una variación en la preferencia de colonización entre 

las diferentes secciones intestinales y las cepas específicas. Ya que observaron una 

disminución en el número de L. rhamnosus presente en el colon en comparación 

con el intestino delgado más alejado (íleon), principalmente debido a la presencia 

de una variedad compleja de especies bacterianas en el colon. 
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Figura 26. Adherencia de BAL en intestinos de ratón 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 número de ratones con cultivo positivo del número total de 
animales analizados (entre paréntesis). Negativo: Sin administración de BAL o C. jejuni; 
Positivo: C. jejuni (108 UFC/mL); T38+0.6%INU: 21 de administración del tratamiento y 
administración de C. jejuni; T39: 21 de administración del tratamiento y administración de 
C. jejuni; T33+0.6%INU: 21 de administración del tratamiento y administración de C. jejuni 

Para sugerir un comportamiento de establecimiento de las cepas de BAL analizadas 

se tendría 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 ratón 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 

contaminación de productos cárnicos durante su procesamiento. Para causar 

infección, 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 inclusión de bacterias probióticas 

podría favorecer una adhesión competitiva a las células epiteliales y, como 

resultado, disminuir la colonización por Campylobacter jejuni (Šikić Pogačar et al., 

2020). 

Los ratones que recibieron microcápsulas 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 microcápsulas de las 

cepas T38+0.6% inulina y T39, únicamente dos de los ocho ratones mostraron 

presencia del patógeno. 

Un hallazgo relevante a destacar es que los roedores que recibieron tratamiento con 

antibióticos después de la infección 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 adhesión de C. jejuni al epitelio 

intestinal de los ratones en comparación con el antibiótico. 

Nuestros resultados coinciden con lo hallado por Šikić Pogačar et al. (2020) ya que 

reportaron que la adición de bacterias probióticas Lactobacillus spp. PCS20, 

PCS22, PC25 y PCK9 disminuyó significativamente la adherencia de C. jejuni a las 

células PSI cl.1 y B1OXI en comparación con las células no tratadas con el 

probiótico. También la adición de células PCS20, PCS22, PCS25 y PCK9 disminuyó 

significativamente la cantidad de C. jejuni adherida a las células PSI cl.1 después 

de 17 h y 24 h de infección.  
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Figura 279. Adherencia de C. jejuni en intestinos de ratón 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 número de ratones con cultivo positivo del número total de animales analizados 
(entre paréntesis). Negativo: Sin administración de BAL o C. jejuni; Positivo: C. jejuni (108 
UFC/mL); T38+0.6%INU: 21 de administración del tratamiento y administración de C. jejuni; 
T39: 21 de administración del tratamiento y administración de C. jejuni; T33+0.6%INU: 21 
de administración del tratamiento y administración de C. jejuni 

 

En la presente investigación, hemos centrado la atención en el empleo de 

probióticos como una estrategia alternativa a los antibióticos. Se ha constatado que 

estos microorganismos mejoran los niveles de glucosa y albúmina en la sangre, lo 

que indica una posible mejora en la digestión y la absorción de nutrientes en el 

ganado avícola. Así mismo, reduce los niveles de triglicéridos y colesterol en la 

sangre, promueven la salud del revestimiento gastrointestinal y mejoran la 

composición de la microbiota intestinal. Esta relación simbiótica establecida en el 

huésped contribuye al bienestar general. Estos hallazgos podrían desempeñar un 
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papel relevante en la prevención e incluso en el tratamiento de diversas 

enfermedades humanas al retrasar la colonización por C. jejuni y aliviar las señales 

adversas provocadas durante la infección por esta bacteria.  

Con los resultados hallados confirmamos que la presencia de estas bacterias 

probióticas obstaculizaba la capacidad de C. jejuni para adherirse a la superficie 

celular. Por lo tanto coincidimos con los resultados de Mohan (2015) , quien informó 

que ciertas cepas probióticas pueden prevalecer sobre C. jejuni a través de diversos 

mecanismos de acción. En particular, Mohan (2015) señaló que los probióticos 

lograron llegar más rápidamente a los sitios de adhesión, compitiendo de manera 

exclusiva contra C. jejuni al ocupar estos sitios de adhesión. Los datos obtenidos en 

la presente investigación evidencian que E. lactis T33 encapsulado con 0.6% de 

inulina fue la BAL más efectiva, reduciendo al máximo la capacidad de C. jejuni para 

adherirse a las células epiteliales de los intestinos de ratón. 

6.12.4 Translocación de C. jejuni en hígado y bazo de ratón BALB/c 

A continuación, se presenta la capacidad de las cepas probióticas E. lactis T33, T38 

y T39 para limitar la translocación de C. jejuni a órganos diana como hígado 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 microcápsulas de la cepa T33 junto 

con un 0.6% de inulina no mostraron translocación de C. jejuni hacia el hígado. 

Probablemente, la cepa T33 actuó mediante el mecanismo de barrera adhiriéndose 

en los intestinos de ratón y evitando la translocación de C. jejuni a diversos órganos 

diana.  (Figura 28 y 29). 

Por otro lado, en el caso de los ratones tratados con microcápsulas de las cepas 

T38 con inulina y T39, respectivamente. Solo uno de los ochos roedores mostró 

evidencia de translocación en hígado (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 

vía intragástrica con cepas hepatotoxigénicas de C. jejuni presentaron un trastorno 
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hepático crónico, siendo la infiltración una lesión característica de las células 

mononucleares. Lo que evidencia que C. jejuni es capaz de causar un daño 

importante en el hígado. Sin embargo, en la presente investigación los probióticos 

de estudio podrían mitigar dichos daños, ya que la translocación presentada fue 

baja en comparación con los otros tratamientos. Varios patógenos son capaces de 

provocar lesiones hepáticas en ratones, por ejemplo Salmonella Typhimurium y 

Listeria monocytogenes, y el cambio histológico característico inducido por estas 

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

 

Figura 28. Translocación de C. jejuni en hígado de ratón 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 número de ratones con cultivo positivo del número total de animales analizados (entre 
paréntesis). Negativo: Sin administración de BAL o C. jejuni; Positivo: C. jejuni (108 
UFC/mL); T38+0.6%INU: 21 de administración del tratamiento y administración de C. jejuni; 
T39: 21 de administración del tratamiento y administración de C. jejuni; T33+0.6%INU: 21 
de administración del tratamiento y administración de C. jejuni 
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En el caso de la campilobacteriosis, se ha comprobado que los probióticos, 

especialmente los lactobacilos, tienen la capacidad de coagregarse con C. jejuni. 

Esta acción reduce la adhesión y la invasión 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 sección 6.9.2 se 

confirma que, los probióticos estudiados tienen la habilidad de coagregarse con C. 

jejuni. Esta capacidad posiblemente esté siendo un factor crucial para prevenir la 

translocación de este patógeno a otros órganos.  

 

Figura 29. Translocación de C. jejuni en bazo de ratón 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 número de ratones con cultivo positivo del número total de animales analizados (entre 
paréntesis). Negativo: Sin administración de BAL o C. jejuni; Positivo: C. jejuni (108 
UFC/mL); T38+0.6%INU: 21 de administración del tratamiento y administración de C. jejuni; 
T39: 21 de administración del tratamiento y administración de C. jejuni; T33+0.6%INU: 21 
de administración del tratamiento y administración de C. jejuni  
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Sin embargo, los mecanismos anteriormente no son los únicos que los probióticos 

podrían emplear contra patógenos entéricos en el tracto gastrointestinal algunos 

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

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

 Estimulación de la producción de mucina por parte de las células 

caliciformes, formando una capa densa de moco que refuerza la barrera 

protectora. 

 Aumento en la secreción de proteínas antimicrobianas (defensinas) por parte 

de las CEI, ayudando a eliminar comensales o patógenos que atraviesan la 

capa mucosa. 

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

reduciendo la permeabilidad de las CEI a patógenos y otros antígenos. 

B. Acción antimicrobiana: 

 Muchos probióticos pueden inhibir patógenos entéricos mediante la 

producción de sustancias antimicrobianas, como las bacteriocinas. 

C. Competencia y ocupación de sitios de adhesión: 

 Los probióticos compiten con comensales y patógenos por sitios de adhesión 

en la capa mucosa o en las CEI, previniendo su colonización dañina y 

mejorando la función de barrera. 

Los probióticos también pueden alterar la composición natural de la microbiota 

intestinal y la expresión génica, lo que contribuye a mejorar la integridad de la 

barrera a través de la microbiota comensal. 

En los últimos años, ciertos informes han sugerido que los probióticos que no son 

viables, ni colonizadores también podrían 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 probióticas que no colonizan de manera 

permanente siguen siendo metabólicamente activadas, lo que resulta en efectos 

positivos para la salud de su hospedador (Sebastián 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 concentración de microorganismo por 

encima de los niveles recomendados (106 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.  

Además, 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 

podrían 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 utilización 

como coadyuvantes en tratamientos contra C. jejuni. 

El tratamiento con la cepa E. lactis T33, con un 0.6% de inulina, demostró ser el 

más eficaz, ya que en el modelo in vivo logró prevenir la translocación del patógeno 

en los órganos diana. Además, se observó una notable adherencia a los intestinos 

de los ratones. 

Sin duda alguna, esta investigación brinda evidencia sobre la capacidad de las 

cepas de E. lactis para inhibir patógenos de preocupación mundial como C. jejuni y 

H. pylori y potencializar su actividad antimicrobiana en presencia de prebióticos. Su 

resistencia a las condiciones extremas del secado por aspersión y a las condiciones 

de almacenamiento.  
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