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RESUMEN

Esta investigacion tiene como objetivo primordial evaluar el efecto inhibitorio de
los probidticos Bacillus clausii, Lactobacillus reuteri, Saccharomyces cerevisiae,
utilizando como vehiculo la papilla para bebes, sobre el crecimiento del
Staphylococcus aureus. El cual es una de las bacterias causantes de la
periimplantitis y otras patologias que llevan a fracaso el tratamit

implantes.

El estudio fue de corte experimental, prospectico, transversal, comparativo, de
laboratorio, se disefiaron 3 grupos, uno por cada probiético, con 10 repeticiones

cada uno.

Para este trabajo se utilizaron cepas certificadas ATCC 12600 de
Staphylococcus aureus, la que fue activada e inoculada en agar sangre sobre
el cual se utilizaron discos de inhibicion que contenian a los probidticos. Se
incubaron a 37°C en la estufa de anaerobiosis a un 6% de CO2 durante 24

horas
Pasado el tiempo establecido se procedio a la lectura de los halos de inhibicion.

Los resultados fueron: para el crecimiento del L. reuteri 15.8mm, S. cereviseae

13mm y B clausii 11.2mm

Por lo tanto, se evidencio la efectividad inhibitoria de estos probidticos en el
crecimiento del Staphylococcus aureus, en donde la papilla inoculada con L.

reuteri presento la mayor actividad inhibitoria.

Palabras Clave: probioticos, periimplantitis, S. sereviseae, B. clausii, L. reuteri
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ABSTRACT

The objective of this research was to evaluate the inhibitory effect of probiotics
Bacillus clausii, Lactobacillus reuteri, Saccharomyces cerevisiae, using the
baby porridge on the growth of Staphylococcus aureus. Which is one of the
bacteria that cause peri-implantitis and other pathologies that lead to failure of

treatment with implants?

The study was experimental, prospective, transversal, comparative, laboratory,

three groups were designed, one for each probiotic, with 10 replicates each.

For this work, certified strains ATCC 12600 of Staphylococcus aureus were
used, which was activated and inoculated in blood agar on which probiotic
inhibitor plates were used. Incubated at 37 ° C in the anaerobic oven at 6%
CO2 for 24 hours

After the established time, we proceeded to read the inhibition halos.

The results were: for the growth of L. reuteri 15.8mm, S. cereviseae 13mm and
B clausii 11.2mm

Therefore, the inhibitory effectiveness of these probiotics in the growth of
Staphylococcus aureus was evidenced, where the pulp inoculated with L.
reuteri had the highest inhibitory activity..

Key words: probiotics, periimplantitis, S. sereviseae, B. clausii, L. reuteri
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INTRODUCCION

Las enfermedades de la cavidad oral se desarrollan en un medio con una
microbiota diversa, en este medio no todas las comunidades microbianas son
patégenas, algunas llegan a una homeostasis con el huésped. El cambio del
medio ya sea por temperatura, pH o alguna enfermedad puede producir que los
patdgenos potenciales proliferen, es ahi donde las enfermedades de origen

microbiano se manifiestan.

Una de estas enfermedades, la periimplantitis, es causada por Staphylococcus
aureus, el cual afecta tanto a los implantes como a los tejidos periodontales lo

que puede ocasionar pérdida ésea si no se identifica y trata precozmente.*

Los probidticos son bacterias benéficas (algunas veces descritas como
"gérmenes amistosos") que ayudan al mantenimiento de la salud del tracto
intestinal y a la digestion. También ayudan a mantener bajo control a
organismos potencialmente dafiinos en los intestinos (bacterias dafinas y
levaduras). La mayoria de los probidticos provienen de fuentes alimenticias,
especialmente los productos lacteos cultivados. Los probidticos se consumen

en capsulas, tabletas, bebidas, polvos, yogurt y otros alimentos.

S. aureus ha sido reconocida como una de las mas importantes de las
bacterias que causan enfermedades en los seres humanos. Es la causa
principal de la piel e infecciones de tejidos blandos, tales como abscesos y la
celulitis. Aunque la mayoria de las infecciones por estafilococos no son
graves, S. aureus puede causar infecciones graves, tales como infecciones del
torrente sanguineo, la neumonia, o de los huesos y de las articulaciones de las
infecciones. Es por ello importante buscar nuevas formas de prevenirlo y/o

combatir al S. aureus por lo que se propone el uso de probioticos.

! Sanchez J.T. Periimplantitis: protocolo clinico y terapéutico. Cient Dent 2008.

>Magnusson, Lindhe, Yoneyama. Periodontologia Clinica e Implantologica. 530,
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Para su mejor entendimiento y organizacioén, esta tesis consta de tres capitulos.
En el primer capitulo se desarrolla el planteamiento tedrico, que consta del

problema objetivos, marco tedrico y la hipotesis.

En el capitulo segundo se desarrolla el planteamiento operacional y recoleccion
donde las técnicas, instrumentos uy materiales de verificacidn, estrategias de
recoleccion y manejo de los datos obtenidos. El tercer y dltimo capitulos se
muestran los resultados de la investigacion atreves de las tablas y graficos

estadisticos.

Finalmente se presenta la bibliografia, hemerografia y los anexos

correspondientes
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PLANTEAMIENTO TEORICO
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. PLANTEAMIENTO TEORICO

1. PROBLEMA DE INVESTIGACION

Determinacion del problema

La emergente tendencia del uso de implantes dentales repercute en
cada vez mas casos, el rechazo o fallo es producto de infecciones como
la periimplantits; por lo tanto, se considera de interés el desarrollo de

modalidades alternativas de prevencion.

Las terapias post infeccion se basa en la supresion de focos infecciones
subgingivales a traves de técnicas periodonticas como el desbridamiento

mecanico del calculo y biofilm bacteriano.

Ademas de los tratamientos mecanicos se complementa con terapias
antimicrobianas sean orales o sistémicos en casos avanzados, cuyo
objetivo es reducir la posibilidad de un nuevo foco infeccioso de origen
bacteriano.

Sin embargo, para el tratamiento hay que tener en cuenta que la
recolonizacion de la flora bacteriana ocurre durante las primeras
semanas, y el restablecimiento de una microbiota todavia mas patdgena
ocurrira en unos meses, debido a que el uso de antimicrobianos y
antisépticos mejora los resultados del tratamiento temporalmente; por lo
que se debe considerar nuevas aproximaciones para poder tratar la

enfermedad. ?

Es por eso que para reducir el uso de antibidticos y para promover la
recolonizacién de baterias, el uso de probidticos es una buena opcion,

ya que ha sido probado en la prevencion de diferentes enfermedades, es

>Magnusson, Lindhe, Yoneyama. Periodontologia Clinica e Implantologica. 530,
532.
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decir, la utilizacion de probiéticos para realizar una terapia de

interferencia microbiana.

1.2.Enunciado

EFECTO INHIBITORIO INVITRO DE PAPILLA PARA BEBES
ENRIQUECIDA CON CEPAS PROBIOTICAS: Bacillus clausii,
Lactobacillus reuteri, Saccharomyces cerevisiae, SOBRE EL
CRECIMIENTO DEL Staphylococcus aureus, EN EL LABORATORIO DE
MICROBIOLOGIA DE LA UCSM, AREQUIPA 2016

1.3.Descripcion del problema

1.3.1. Area de conocimiento

A. Area general : Ciencias De La Salud
B. Area especifica : Odontologia
C. Especialidad : Periodoncia
D. Tépico : Patologia periodontal

1.3.2. Analisis y operacionalizacion de Variables:

VARIABLE INDICADORES SUB INDICADORES
VE1 B. clausii
VE2 L. reuteri

VE3 S. cerevisiae

Crecimiento in .
_ Diametro del halo de
vitro del o _
inhibicion Medida en mm.
VR Staphylococcus

aureus
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1.3.3. Interrogantes basicas

e (Cudl seréa el efecto inhibitorio de papilla para bebes enriquecida con
Bacillus clausii, sobre el crecimiento del Staphylococcus aureus?

e (Cudl sera el efecto inhibitorio de papilla para bebes enriquecida con
Lactobacillus reuteri, sobre el crecimiento del Staphylococcus
aureus?

e (Cudl sera el efecto inhibitorio de papilla para bebes enriquecida con
Saccharomyces cerevisiae, sobre el crecimiento del Staphylococcus
aureus?

e (Cudl probittico posee mayor efecto inhibitorio sobre el crecimiento

del Staphylococcus aureus?

TIPO DE ESTUDIO
Por el n° de
Por la ) . Por el n° de | Por el
o Por el tipo | mediciones 1 .
ABORDAJE | técnica de muestras o | ambito de | DISENO NIVEL
> de dato de la - i
recoleccion \ poblaciones | recoleccion
variable
Cuantitativo | Experimental | Prospectivo | Transversal | Comparativo | Laboratorio | Cuasi Explicativa
Experimental

1.3.4. Taxonomia de la investigacién
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1.4. Justificaciéon

a. Relevancia cientifica

La presente investigacion serd de mucha ayuda en el aporte de
conocimientos sobre salud bucal especificamente en el campo de la
implantologia oral, ya que el rechazo a implantes dentales, si bien no es
algo muy comun éste debe ser minimizado; por lo que al identificar un

posible tratamiento especifico seria de mucha utilidad.
b. Relevancia contemporanea

Los datos tomados y resueltos en esta investigacion, pertenecen a la
coyuntura actual ya que cada vez mas los implantes dentales son una

solucién para las personas con ausencia de piezas dentales.
c. Relevancia social

El presente estudio contribuira a que la comunidad odontolégica pueda
tomar las precauciones especificamente contra esta bacteria, ya que
podria provocar un fracaso en el procedimiento lo que implica un
problema tanto para el odont6logo como para el paciente.

d. Originalidad

Dicho trabajo de investigacion posee una originalidad especifica debido
a que no se tiene un registro de datos respecto a estos probidticos
especificos contra esta bacteria, ya que los trabajos previos fueron de

consorcios de probiéticos.
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e. Viabilidad

La investigacion es viable por existir disponibilidad de unidades de
estudio, recursos, bibliografia, tiempo para la investigacion vy

conocimientos metodoldgicos.
f. Interés personal

La elaboracion de esta investigacion tiene un interés personal para

obtener el titulo de cirujano dentista.

2. OBJETIVOS

2.1. Determinar el efecto inhibitorio de papilla para bebes enriquecida con
Bacillus clausii, sobre el crecimiento del Staphylococcus aureus, en los
laboratorios de la UCSM, Arequipa 2016.

2.2. Determinar el efecto inhibitorio de papilla para bebes enriquecida con
Lactobacillus reuteri, sobre el crecimiento del Staphylococcus aureus, en los
laboratorios de la UCSM, Arequipa 2016.

2.3. Determinar el efecto inhibitorio de papilla para bebes enriquecida con
Saccharomyces cerevisiae, sobre el crecimiento del Staphylococcus aureus,
en los laboratorios de la UCSM, Arequipa 2016.

2.4. Determinar que probidtico posee mayor efecto inhibitorio sobre el
crecimiento del Staphylococcus aureus, en los laboratorios de la UCSM,
Arequipa 2016.
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3. MARCO TEORICO

Conceptos Basicos

3.1.1. Generalidades de las papillas para bebes

Son preparaciones realizadas con varios alimentos mezclados,
macerados o licuados con consistencia de una pasta mas o
menos espesa que se utiliza para alimentar a los nifios en las
primeras etapas de alimentacion (mayor de 6 meses), debido a
que ellos no presentan las piezas dentarias para moler o triturar
los alimentos solidos. Las papillas nutritivas con alta
concentracion de energia y nutrientes han sido utilizadas para
mejorar los problemas de desnutricion de nifios menores de 2

anos.

Cuando estos alimentos se juntan forman una comida completa;
ademas, la leche materna forma parte de la alimentacion siendo el

eje principal.®

La alimentacion complementaria debe ser en forma de papillas o
alimentos semisdlidos que no calmen la sed del nifio, y, por lo
tanto, no modifiquen la demanda del lactante por la leche materna

ni la actitud de la madre hacia la lactancia.

Estudios clinicos y de campo han mostrado que aun los nifios de
cuatro meses de edad toleran estas preparaciones sin ninguna
molestia aparente, y que las madres aceptan usarlas cuando les

expliguen adecuadamente.

? Esteban Carmuega Alejandro O'Donnell. LA ALIMENTACION COMPLEMENTARIA Bases cientificas para
el consejo alimentario durante los trascendentes primeros dos afios de la vida. 1,3.

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPQSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM 2 DE SANTA MARIA

3.1.2. Historia y definicion de Probioticos

Los probidticos son microorganismos, generalmente bacterias que
se encuentran en el intestino humano, que son beneficiosos para
la salud. Son también llamadas "amigas" o "buenas" bacterias.
Son ubicuos y simbibticas en todo el sistema gastrointestinal,
donde tienen un importante papel protector. Los probi6ticos
ademas de ser normales y utiles, son esenciales para prevenir las

enfermedades y mejorar la funcion del sistema inmune.

Las bacterias acido lacticas y bifidobacterias constituyen los
principales tipos de la flora del colon. Lactobacillus acidophilus
tiene una larga historia de uso seguro en la industria de productos
lacteos y existe de forma natural en el tracto gastrointestinal
humano. Las bifidobacterias se afiaden a los alimentos como
probiéticos, proporcionando proteccibn contra infecciones
gastrointestinales y la enfermedad inflamatoria intestinal,
antagonizar los agentes patdgenos y que confiere antialérgicos

propiedades sobre el sistema inmune.

Las caracteristicas, acciones, efectos y la importancia de los
probiéticos han merecido una renovada popularidad en la cultura
contemporanea, pero los probidticos son historia antigua. Hace
miles de afos, un naturalista Romano llamado Pliney el Anciano
recomienda beber leche fermentada para el tratamiento de
problemas intestinales. Los probioticos también son mencionados
en la Biblia y los libros sagrados del Hinduismo. Los climas en el
medio Oriente y Asia favorecié la acidificacion de los productos
de la leche, que es recomendado para una enfermedad intestinal.
Esto representa el uso terapéutico de los probiéticos, incluso
antes de que las bacterias, dentro de ellos fueron reconocidos.
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Muchos de los mismos productos de leche agria estan siendo
consumidos hoy en dia.

En 1899, Henry Tissler, un cientifico de investigacion en el
Instituto Pasteur de Paris, Francia, informo de la deteccion de una
forma de bacterias localizadas en los intestinos de los bebés
alimentados con leche materna, organismos a los que llamé
"bifidobacterias" (singular — bifidobacterium) donde "Bifido"
significa literalmente "la bifurcada en dos partes o ramas". Tissler
inform6 que los bebés con bifidobacterias en sus tractos
digestivos  tenian  menos  problemas  gastrointestinales,

evidenciado por un menor niumero de enfermedades diarreicas.

La busqueda para encontrar una fuente de la juventud popular de
la ocupacion para los cientificos y los médicos de la época. Eli
Metchnikoff un cientifico ruso, también en el Instituto Pasteur en
Paris, realizo el estudio de las bacterias del acido lactico. Se sabe
que la degradacion de proteinas de la dieta por clostridios
(bacterias que se encuentran normalmente en el tracto digestivo)
producen algunas sustancias toxicas para el cuerpo humano,
incluyendo el amoniaco, fenoles y otros compuestos, un tipo de
"intestinal auto-intoxicacion". El teoriz6 que las bacterias del acido
lactico conferia un tipo de proteccion, o la reversion de la intestinal
auto-intoxicacion. Mitchnikoff habia observado que los pobladores
rurales en Bulgaria vivieron hasta muy viejo edades, a pesar de la
extrema pobreza y la dureza del clima. Ellos tenian un promedio
de vida mucho mayor que en los ricos Europeos, y sefialé que
bebian los productos lacteos fermentados. Metchnikoff supuso
que las bacterias del acido lactico asociados con los productos de
leche fermentada, tenian anticuerpos anti-envejecimiento
beneficios para la salud. Metchnikoff nombré al organismo
"Lactobacillus bulgarius". Metchnikoff llegé a publicar "La
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Prolongacion de la Vida: Estudios Optimistas", afirmando que "la
Ingestion de los microorganismos podria tener considerables
beneficios para la salud en los seres humanos."

Metchnikoff y sus colegas comenzaron a beber leche agria para
rellenar sus tractos digestivos con el lactobacillus, marcando la
introduccién de los probidticos como suplementos dietéticos. En
1908 Metchnikoff recibié el Premio Nobel de medicina por su
trabajo demostrando que los microbios dafiinos pueden ser
sustituidos por los microbios beneficiosos para el tratamiento de
enfermedades intestinales. Después de la muerte de Metchnikoff
en 1916, gran parte del interés y la investigacion acerca de los

probidticos comenzd a cambiar a los Estados Uynidos.

Un médico y cientifico aleman, Alfred Nissle, estaba intrigado por
los posibles usos y beneficios de los probioticos. Los métodos
eran necesarios para el tratamiento de enfermedades infecciosas
ya que no habia antibiéticos en el momento. Durante un brote de
shigelosis (shigella es una bacteria que causa diarrea severa),
Nissle aisl6 una nueva cepa de Eschericia coli a partir de las
heces de un soldado de la | Guerra Mundial que fue afligido con
shigella, pero no desarroll6 la enfermedad diarreica. La nueva
cepa bacteriana fue nombrada “"Eschericia coli Nissle 1917".
Nissle utiliz6 la cepa para el tratamiento de enfermedades
intestinales como shigella y salmonella con gran éxito. Nissle,
homoénimo del probidtico, activamente interactia con el sistema

inmune del cuerpo y todavia esta en uso hoy en dia.

El afio de 1920 se vio un retroceso en el desarrollo de probidticos.
Los experimentos realizados por el Profesor Leo F. Rettger
parecia mostrar que el Lactobacillus bulgarius de Metchnikoff no
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podia vivir en el intestino, y de hecho fue destruido por el acido
del estbmago. Lo que parecia desmentir la teoria de Metchnikoff
de que sus bacterias confieren longevidad en quienes lo
consumen. Pronto, el uso terapéutico de los alimentos
fermentados perdid su auge. Sin embargo, Rettger también
demostré que otras bacterias que existen naturalmente en el
intestino podrian ser eficaces como los probidticos, que ayudan a
restaurar la colonizacion bacteriana normal cuando se introduce
en el tracto digestivo de los humanos. Una de estas bacterias el
Lactobacillus acidophilus ha demostrado ser un tratamiento eficaz

para el estrefiimiento. *

3.1.3. Caracteristicas de los microorganismos probiéticos

La mayoria de los probidticos son componentes cultivables de la
microbiota que se han utilizado por sus funciones beneficiosas
desde hace mucho tiempo antes de que el término "probidtico”
fuera acufiado. ElI mas comunmente utilizado, cepas de
probiéticos, incluyen las bacterias del acido lactico (LAB),
microbios Gram-positivas que se han utilizado durante siglos en
los procesos de produccion de alimentos (yogur, queso,
pepinillos). Los miembros del laboratorio tales como Lactococcus
y Streptococcus también son importantes componentes de la
microbiota enddgena en el ser humano (ileon y el yeyuno y, en
densidades moderadas, en el colon). La aprobacion para su uso
en alimentos, combinados con la ausencia de los lipopolisacaridos
(LPS) y la falta de proteasas secretadas, promueven para muchos
laboratorios su uso como probiéticos. Del mismo modo, ya que
estos organismos son bacterias Gram-positivas, las proteinas
recombinantes pueden ser secretadas sin quedar atrapadas en el
periplasma, haciendo de estas especieses, a nivel de laboratorio,

* https://www.dairyscience.info/index.php/probiotics/50-probiotics.html
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vehiculos mas atractivos para los alimentos de calidad de la

produccién de proteinas y enzimas.’

El uso mas amplio a nivel de laboratorio de éstas especies, son
citoquinas provenientes del Lactococcus lactis. Esta bacteria, a
diferencia de otras especies de Lactococcus, su presencia es
transitoria en el intestino humano y es, por lo tanto clasificado
como un noncommensal . Esta colonizacion transitoria
proporciona una ventaja para la utilizacion de esta cepa probiética
como un vehiculo de entrega para las vacunas de proteinas e
incluso, mas recientemente, las vacunas de ADN. En estos casos,
una colonizacion sostenida de la cepa seria un desventaja, ya
que puede conducir a la sobreestimulacion de los dirigidos de la
via. La posibilidad de entregar las proteinas directamente a la
mucosa abre nuevos métodos de tratamiento terapéutico en el
que rutas tradicionales de los medicamentos fallan como
resultado de, por ejemplo, baja la disponibilidad local de la

sustancia terapéutica.

Con respecto a las bacterias Gram-negativas de los probioticos, la
mas comunmente utilizada es la cepa de Escherichia coli Nissle
1917 (EcN). El cirujano del ejército Alfred Nissle aislo
originalmente esta cepa en 1917, a partir de las heces de un
soldado durante la Primera Guerra Mundial, que en contraste con
sus comparfieros, no se presento la diarrea infecciosa ocasionada
por el organismo Shigella. La observacion de Nissle sugirié que
podria proporcionar la colonizacion de bacterias resistentes y
benéficas contra patégenos de las mucosas. En consecuencia
con esta hipétesis, el efecto probidtico y la seguridad de la
biotecnologia de EcN desde entonces ha sido ampliamente
demostrado en numerosos ensayos clinicos. En la actualidad,
EcN esta contenida en una droga llamada Mutaflor, que se utiliza

> Le Loir et al. 2005; Mierau y Kleerebezem 2005; Peterbauer et al. 2011.
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para el tratamiento de ambas enfermedades diarreicas infecciosas
y Ell. Ademas, EcN ha sido administrado a los recién nacidos
para evitar la colonizacion de su tracto digestivo por los agentes

patégenos multirresistente de la tuberculosis. °

3.1.4. Mecanismos de accién de los probiéticos
Los principales probiodticos tienen mecanismos de accion que

incluyen la mejora de la barrera epitelial, aumento de la adhesion
a la mucosa intestinal, y la consiguiente inhibicién de la adhesion
de patégenos, la exclusion competitiva de los microorganismos
patégenos, la produccion de anti-microorganismo sustancias y la

modulacion del sistema inmune.

3.1.4.1. Mejora de la Barrera Epitelial
El epitelio intestinal estd en contacto permanente con el

contenido luminal y la variable, la dinamica de la flora
entérica. Es un importante mecanismo de defensa de la
barrera intestinal utilizado para mantener la integridad
epitelial y de proteger al organismo del medio ambiente.
Las defensas de la barrera intestinal consisten en la capa
mucosa, péptidos antimicrobianos, la IgA secretora y el
epitelio de union del complejo de adhesion. Una vez que
esta funcién de barrera se rompe, bacterias y antigenos
alimentarios puede llegar a la submucosa y puede inducir
respuestas inflamatorias, lo cual puede resultar en
trastornos intestinales, como la enfermedad inflamatoria
intestinal. EI consumo de bacterias no patégenas que
pueden contribuir a la funcion de barrera intestinal, y las
bacterias probidticas han sido ampliamente estudiados por
su participacién en el mantenimiento de esta barrera. Sin
embargo, los mecanismos por los cuales los probibticos
mejoran la funcién de barrera intestinal no se entiendeq
completamente.

® Lodinova-Zadnikova y Sonnenborn 1997; Boudeau et al. 2003; Kruis et al. 2004; Grabig et al. 2006;
Henker et al. 2007.
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Datos recientes han indicado que los probidticos pueden
iniciar la reparacion de la funcién de barrera después de los
dafnos. No solo impiden que la interrupcion de la barrera de
la mucosa por el enteropatégeno E. coli, sino que incluso
se restaura la integridad de la mucosa.

Un vinculo entre la alteracion de los niveles de citoquinas
pro-inflamatorias y de la permeabilidad intestinal se ha
descrito en un numero de enfermedades intestinales. El
uso de probidticos en la prevencion de citoquinas inducida
por el dafo epitelial, que es caracteristica de la enfermedad
inflamatoria intestinal, también puede contribuir al refuerzo
de la barrera de la mucosa.

Glicoproteinas de mucina son los principales constituyentes
macromoleculares de la epiteliales de la mucosa y han sido
implicados en la salud y la enfermedad. Los probiéticos
pueden promover la secrecion mucosa CcOmo un
mecanismo para mejorar la funcion de barrera y la
exclusion de patogenos. Varios Lactobacillus especies de
aumento de la expresion de la mucina en humanos de
células intestinales lineas. Sin embargo, este efecto
protector depende de la adhesion del Lactobacillus a la
monocapa de células, lo que probablemente no ocurre en

Vivo.

3.1.4.2. Aumento de la Adhesidon a la Mucosa Intestinal

La adhesion a la mucosa intestinal es considerada como un
requisito previo para la colonizacion y es importante para la
interaccion entre las cepas probidticas y el host. La
adhesion de los probidticos para la mucosa intestinal es
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también importante para la modulacion del sistema inmune

y el antagonismo contra los patégenos.’

Por lo tanto, la adhesion ha sido uno de los principales
criterios para la seleccion de nuevas cepas probioticas y se
ha relacionado con ciertos efectos beneficiosos de los
probidticos. Las bacterias del &cido lactico (Lactobacillus)
muestran diversos determinantes de la superficie que estan
involucrados en su interaccion con las células epiteliales
intestinales (IECs) y moco. IECs secretan mucina, que es
un complejo de la glicoproteina de la mezcla que es el
principal componente de la mucosa, lo que impide la
adherencia de las bacterias patdogenas. Ademas, los
lipidos, libre de proteinas, inmunoglobulinas y las sales que
estan presentes en la mucosa gel. Esta interaccion
especifica ha indicado una posible asociacion entre las
proteinas de la superficie de las bacterias probidticas y la
exclusién competitiva de patégenos a partir de la mucosa.?
Como se menciond anteriormente. Este proceso es
principalmente mediada por proteinas, aunque de sacarido
mitades y lipoteichoic acidos también han sido implicados.
El mas estudiado ejemplo de moco-la orientacion de
adhesinas bacterianas es MUB (moco de union a
proteinas) producidas por Lactobacillus reuteri. Las
proteinas desempefian un papel en la mucosa fenotipo
adhesion de los lactobacilos son principalmente secretada
y asociada a la superficie de las proteinas, que estan
ancladas a la membrana a través de una fraccion lipidica o

incrustado en la pared de la célula’. La participacion de las

7 Hooper LV, Stappenbeck TS, Hong CV, Gordon JI: Angiogenins: una nueva clase de microbicida de las
proteinas implicadas en la inmunidad innata. Nat Immunol 2003.

8 Perdigon G, Maldonado Galdeano C, Valdez JC, Medici M: la InteracciOn de las bacterias del acido
lactico con el sistema inmune intestinal. Eur J Clin Nutr 2002.

° Buck BL, Altermann E, Svingerud T, Klaenhammer TR: andlisis Funcional de los supuestos factores de
adhesion en Lactobacillus acidophilus. 71, 188
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proteinas de la superficie en la interaccion con el
plasmin6geno humano o los enterocitos ha sido reportado
en Bifidobacterium animalis subsp. lactis y Bifidobacterium
bifidum, respectivamente. Bajo ciertas circunstancias, estas
proteinas pueden desempefiar un papel importante en
facilitar la colonizacion del intestino humano a través de la
degradacion de la matriz extracelular de las células o por
facilitar el contacto cercano con el epitelio. MapA (mucosa
de la adhesion de la promocion de la proteina) ha sido
reportado para mediar la union de L. reuteri y L. fermentum
a moco [52]. Los probidticos, tales como L. plantarum, han
sido reportados para inducir MUC2 y MUC3 mucinas y para
inhibir la adhesion de enteropatégena E. coli. Estas
observaciones indican que el aumento de la mucosa de las
capas Yy glicocalix que recubre el epitelio intestinal, asi
como la ocupacion de los sitios de union por Lactobacillus
Spp. proporcionar proteccibn contra la invasion de
patdgenos. Se informé que en la mitad de los 4 casos
estudiados, la resistencia a los acidos derivados de mostrar
una mayor capacidad de adherirse a la mucosa intestinal
humano de la cepa original. La capacidad de las
bifidobacterias para inhibir patégenos de adhesion a la
mucosa no es, por lo general, por la adquisicion de
resistencia a los acidos. En general, la induccion de
resistencia a los acidos en las bifidobacterias puede ser
una estrategia para la seleccion de cepas con mayor
estabilidad y mejora de las propiedades de la superficie que
favorecen su potencial funcionalidad como probidticos

contra patégenos especificos.
La mezcla de probidticos y VSL3 se ha reportado aumento

de la sintesis de la superficie celular de las mucinas y para

modular la mucina de la expresion de genes en una forma
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dependiente de la adhesion de las células de las bacterias

al epitelio intestinal.

Los probioticos también causa alteraciones cualitativas en
mucinas intestinales que impiden que el patégeno de la
union. La bacteriana de los componentes involucrados en
la adhesion de la LB y BG2FO4 L. acidophilus cepas es
resistente a la proteasa y se asocia con la superficie de la
bacteria. Curiosamente, la bacteriana componente también
se degrada en un péptido antimicrobiano, que presta anti-
propiedades patdgenas para el host y proporciona un
ejemplo de cédmo las grandes proteinas de la superficie
puede presentar evolutivamente beneficiosos efectos

pleiotrépicos.*®

Cepas de probioticos también pueden inducir la liberacion
de las defensinas de las células epiteliales. Estos pequefios
péptidos/proteinas son activos contra bacterias, hongos y
virus. Por otra parte, estos pequefios péptidos/proteinas
estabilizar la funcién de la barrera intestinal. Observaciones
han indicado que, en respuesta a los ataques de las
bacterias patdgenas, el anfitrion se involucra su primera
linea de defensa quimica por el aumento de la produccién
de las proteinas antimicrobianas, tales como alfa - y beta-
defensinas, las catelicidinas, lectinas tipo C vy
ribonucleasas. Muchos Amplificadores son enzimas que
matan a las bacterias mediante la realizacién de un ataque
enzimatico sobre la pared celular de las estructuras y/o no
enzimética de la interrupcién de la membrana bacteriana.
Enzimas expresadas por las células de Paneth ataque de
las membranas bacterianas. La lisozima hidroliza el

10 Gopal PK, Prasad J, Smart J, Gill HS: In vitro de la adherencia de las propiedades de Lactobacillus
rhamnosus el DR. 20 y Bifidobacterium lactis DR 10 cepas y su actividad antagonista contra un
enterotoxigénica Escherichia coli. 205,216.
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glicosidico de la pared de peptidoglicano y de la
fosfolipasa a2 de los fosfolipidos de la membrana
bacteriana . Las defensinas comprenden una importante
familia de la membrana de la interrupcion de los péptidos
en los vertebrados. La interaccion no es especifica vy,
principalmente, por la unién a fosfolipidos aniénicos grupos
de la superficie de la membrana a través de interacciones
electrostaticas. Esta interaccion crea defensinas poros en
la membrana bacteriana que alteran la integridad de la
membrana y promover la lisis de los microorganismos. Las
catelicidinas generalmente son catiénicos, alfa-helicoidal de
péptidos que se unen a las membranas bacterianas a
través de interacciones electrostaticas y, como las

defensinas, inducen la disrupcion de la membrana.*

La adherencia microbiana proceso de laboratorio también
incluye pasiva fuerzas, interacciones electrostaticas,
interacciones hidrofobicas, estérico fuerzas, lipoteichoic
acidos y estructuras especificas, tales como apéndices
externos cubiertos por las lectinas. Una amplia variedad de
moléculas que median la adhesiébn de las bacterias
patbgenas ha sido caracterizado. Sin embargo, la
comprension de los factores que median la adhesion de
Lactobacillus es extremadamente limitada [85,86,87]. Se
necesitan mas estudios para la identificacion y el analisis
de la significacion funcional de los distintos componentes
de la mucosa de las capas asi como las complejas
interacciones de las mucosas de las capas, la microbiota
(incluyendo los probidticos) y células epiteliales con los

sistemas inmune innata y adaptativa.

" Bals R, Wilson JM: las Catelicidinas — una familia de multifuncional de péptidos antimicrobianos.
711,720
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La exclusion competitiva de los microorganismos
patdgenos

En un informe de abordar la exclusion total de Salmonella
typhimurium de larvas de estas moscas publicado en 1969,
Greenberg en primer lugar utilizo la "exclusién competitiva”,
término para el escenario en el cual una de las especies de
bacterias mas vigorosamente compite por los sitios
receptores en el tracto intestinal de otra especie. Los
mecanismos utilizados por una especie de bacteria para
excluir o reducir el crecimiento de otra especie son
variados, incluyendo los siguientes mecanismos: la
creacion de un ambiente hostil microecologia, la
eliminacion de la disposicion bacteriana de los receptores
de los sitios, la produccién y la secrecién de sustancias
antimicrobianas y selectivo de los metabolitos, competitiva

y el agotamiento de los nutrientes esenciales.*?

Especificos de la adhesividad de las propiedades debido a
la interaccion entre las proteinas de la superficie y las
mucinas puede inhibir la colonizacion de bacterias
patogenas y son el resultado de una actividad antagonista
por algunas cepas de probioticos en contra de la adhesion
de los agentes patdgenos gastrointestinales. Los
lactobacilos y las bifidobacterias han demostrado inhibir un
amplio rango de patdgenos, incluyendo E. coli, Salmonella,
Helicobacter pylori, Listeria monocytogenes y Rotavirus. La
exclusion es el resultado de diferentes mecanismos y
propiedades de los probidticos para inhibir la adhesion de
patégenos, incluyendo la produccion de sustancias y la
estimulacion de IECs. La exclusion competitiva por las
bacterias intestinales se basa en una bacteria a bacteria
interaccion mediada por la competencia por los nutrientes

12 Rolfe RD: la dindmica de la Poblacion de la zona intestinal; en Blankenship LC (ed): la Colonizacién de
Control de la EnteropatGgenos Bacterianos en las Aves de corral.59-75
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disponibles y de las mucosas sitios de adhesion. Para
obtener una ventaja competitiva, las bacterias también
pueden modificar su entorno para que Sea menos
adecuado para sus competidores. La produccion de
sustancias antimicrobianas, como el acido lactico y acido
acético, es un ejemplo de este tipo de modificacion
ambiental. Algunos lactobacilos y las bifidobacterias
comparten carbohidratos especificidades de union con
algunos de los enteropatdogenos, lo que hace posible que
las cepas de competir con patdgenos especificos para los
sitios receptores en las células del huésped. En general, las
cepas de probidticos son capaces de inhibir la adhesiéon de
bacterias patégenas por medio de impedimento estérico en

el enterocito patdgeno receptores.

El efecto de las bacterias probioticas en la exclusion
competitiva de patégenos ha sido demostrado mediante la
mucosa humana material in vitro, asi como el pollo y cerdo

de la mucosa material en vivo.

3.1.4.3. Laproduccién de Sustancias Antimicrobianas

Uno de los mecanismos propuestos involucrados en las
prestaciones de salud brindadas por los probiéticos incluye
la formaciébn de compuestos de bajo peso molecular
(<1,000 Da), tales como acidos organicos, y la produccion
de sustancias antibacterianas denominado bacteriocinas
(>1,000 Da).

Acidos organicos, en particular de acido acético y acido
lactico, tienen un fuerte efecto inhibitorio contra bacterias
Gram-negativas, y que han sido considerados los
principales  antimicrobianos de los  compuestos
responsables de la actividad inhibitoria de los probiéticos
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contra los patégenos. La no disociada forma de &cido
organico entra en la célula bacteriana y se disocia en el
interior de su citoplasma. La eventual reduccién del pH
intracelular o la acumulacion intracelular de la forma
ionizada del acido organico puede conducir a la muerte del

patégeno.’

Muchos intentos de producir péptidos antibacterianos,
incluyendo bacteriocinas y pequefios Amplificadores.
Bacteriocinas producidas por bacterias Gram-positivas
(generalmente de laboratorio, incluyendo la lactacin B de L.
acidophilus, plantaricin de L. plantarum y la nisina de
Lactococcus lactis) tienen un estrecho espectro de
actividad y actuar solo contra estrechamente relacionadas
con las bacterias, pero algunas bacteriocinas también son
activos frente a microorganismos patdgenos. Los
mecanismos comunes de bacteriocin mediada por el
asesinato incluyen la destruccion de las células diana
mediante la formacién de poros y/o la inhibicion de la
sintesis de la pared celular. Por ejemplo, la nisina forma un
complejo con el final de la pared celular precursor, el lipido
Il, con lo que la inhibicion de la biosintesis de la pared
celular de, principalmente, formadora de esporas de
bacilos. Posteriormente, el complejo de agregados y la
incorpora péptidos para formar un poro en la membrana
bacteriana. Varios estudios han revelado que bacteriocin de
produccién confiere la produccion de cepas con una
ventaja competitiva dentro de los complejos microbianos
entornos como consecuencia de sus asociados de la
actividad antimicrobiana. Bacteriocin produccion puede
permitir el establecimiento y el aumento de la prevalencia
de cepas productoras, asi como permitir la inhibicion

B3 Russell JB, Diez-Gonzélez F: Los efectos de la fermentacion de los acidos sobre el crecimiento
bacteriano. 205-234
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directa del crecimiento de patdgenos en el tracto

gastrointestinal.

Determinados compuestos antibacterianos han sido
descritos por varios Bifidobacterium cepas, y un dnico
bacteriocin, bifidocin B, la cual es producida por B. bifidum
NCFB 1454 y es activa hacia las bacterias Gram-positivas,
ha sido descrito como bien.

Las bacterias intestinales también producen una amplia
gama de promocion de la salud de los acidos grasos. De
hecho, ciertas cepas de intestinal de las bifidobacterias y
los lactobacilos se han demostrado para producir el acido
linoleico conjugado (CLA), un potente anti-agente
cancerigeno. Un efecto anti-obesidad de la CLA-produccion
de L. plantarum se ha observado en la obesidad inducida
por dieta en ratones. Recientemente, la capacidad para
modular la composicion de acidos grasos en el higado y el
tejido adiposo de la hostia después de la administracion
oral de CLA-produccion de las bifidobacterias y los

lactobacilos se ha demostrado en un modelo murino.**

Finalmente, las bacterias probidticas son capaces de
producir los acidos biliares conjugados, que son derivados
de las sales biliares. Los acidos biliares conjugados
muestran una fuerte actividad antimicrobiana frente a la de
las sales biliares sintetizados por el organismo huésped.
Queda por dilucidar cémo los probidticos son capaces de
protegerse de sus propios metabolitos bactericida o si son

resistentes a la de los acidos biliares conjugados.

' 0'Shea EF, Pasador de PD, Stanton C, Ross RP, Colina C: ProducciOn de sustancias bioactivas por las
bacterias intestinales como base para explicar los probiGticos mecanismos: bacteriocinas y el acido
linoleico conjugado. 189-205
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3.1.5. Bacterias acido lacticas

Las bacterias acido-lacticas se han empleado en la fermentacion
o para la elaboracion de alimentos durante miles de afios. Uno de
sus primeros usos, la fermentacién, se ha aplicado en todo el
mundo a los productos lacteos fermentados, como el yogurt, el

qgueso, la mantequilla, la crema de leche, el kefir y el koumiss.

Las bacterias acido-lacticas constituyen un conjunto de
microorganismos benignos, dotados de propiedades similares. Se
encuentran en grandes cantidades en la naturaleza, asi como en
nuestro aparato digestivo. Aunque se las conoce sobre todo por
su labor de fermentacion de productos lacteos, se emplean
asimismo para encurtir vegetales en la horneado, en la

panificacion del vino, y para curar pescado, carne y embutidos.

En la actualidad también se hace buen uso de estos ilustres
aliados microbianos en la elaboracion de una amplia gama de
productos lacteos fermentados, ya sean liquidos, como el kefir, o

densos y semisolidos, como el queso o el yogurt.

La accion de estas bacterias desencadena un proceso microbiano
por el cual la lactosa (el azucar de la leche) se transforma en
acido lactico. A medida que el &cido se acumula, la estructura de
las proteinas de la leche va modificandose (van cuajando), y lo
mismo ocurre con la textura del producto. Existen otras variables,
como la temperatura y la composicion de la leche, que influyen en

las cualidades particulares de los distintos productos resultantes.

El acido lactico es también el que confiere a la leche fermentada
ese sabor ligeramente acidulado. Los elementos derivados de las
bacterias acido-lacticas producen a menudo otros sabores o
aromas caracteristicos. El acetaldehido, por ejemplo, da al yogurt

su aroma caracteristico, mientras que el diacetilo confiere un
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sabor de mantequilla a la leche fermentada. Pueden afadirse
asimismo al cultivo de microorganismos, como las levaduras, a fin
de obtener sabores particulares. El alcohol y el dioxido de carbono
producidos por la levadura, por ejemplo, dan al kefir, el koumiss y
el leben (variedades de yogurt liquido) una frescura y una
esponjosidad caracteristicas. Entre otras técnicas empleadas
cabe mencionar las que consisten en eliminar el suero o afadir

sabores, que permiten crear una variada gama de productos.

En lo que concierne al yogurt, su elaboracion deriva de la
simbiosis entre dos bacterias, la Streptococcus thermophilus y la
Lactobacillus bulgaricus, que se caracterizan porque cada una
estimula el desarrollo de la otra.®® Esta interaccién reduce
considerablemente el tiempo de fermentacion y el producto
resultante tiene peculiaridades que lo distinguen de los

fermentados mediante una sola cepa de bacteria.

Gracias a la elaboracion del yogurt y otros productos lacteos
fermentados, las bacterias acido-lacticas seguiran representando
un filon de explotacion como cultivos probidticos. Estas se
complementan con las bacterias presentes en nuestra flora
intestinal y contribuyen al buen funcionamiento del aparato
digestivo. Ante la creciente demanda de los consumidores, cada
dia méas preocupados por la salud, el mercado internacional de

estos productos no cesa de incrementarse.

Las bacterias &cido-lacticas resultan excelentes embajadoras del
mundo de los microbios, tan poco apreciado por lo general. Su

importancia no se limita al orden econdmico, sino que se debe

B SPREER, E. Lacto logia Industrial - Capitulo: Productos LActeos Fermentados — Yogur. 249.
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ante todo a sus propiedades, que contribuyen a preservar y

mejorar la salud.*®

3.1.6. Caracteristicas del Bacillus clausii

El Bacillus clausii es un bacilo gram-positivo moviles, también es
formador de esporas y como la mayoria de las bacterias Bacillus,
es en forma de varilla. Las colonias de B. clausii tienen una forma
filamentosa de los margenes que aparecen en color de crema a
blanco. B. clausii es alcalifilico y produce una clase de subtilisins
conoce como high-proteasas alcalinas. La proteasa de Bacillus
clausii, fue la primera enzima para ser identificado en un Bacillo
alkaliphilic. El alkaliphilic la naturaleza del organismo también ha
demostrado ser atil en la prevencion y el tratamiento de diversos
trastornos gastrointestinales como un bacterioterapia oral. Este
organismo puede ser encontrado en muchos ambientes alcalinos,
incluyendo el suelo y el habitat marino.

Esta proteasa, entre otras enzimas utilizadas por B. clausii
organismos, estdn siendo ampliamente estudiados para
comprender su capacidad para funcionar en tales condiciones
alcalinas para el posible uso de biotecnologia, haciendo que el
genoma de B. clausii una herramienta necesaria.

Bacillus clausii es una forma de varilla, microbio gram positivos,
es decir, esta rodeado por una gruesa pared celular. La pared
celular estd compuesta de peptidoglicano murien. B. clausii las
células tienden a alinearse en la cadena-como la formacion, que
se observa como una varilla larga de la célula. B. clausii es una
endospora la produccion de microbio que crea esporas
elipsoidales encuentra subterminally o paracentrally en los

esporangios. Las esporas de B. clausii son resistentes a muchos

16 ;Qué son las bacterias lacticas? Rosa Aznar1,2 y Manuel ZGfiigal 1 Dpt. Biotecnologia de Alimentos,
Instituto de Agroquimica y Tecnologia de Alimentos (IATA-CSIC) 2 Dpto. Microbiologia y Ecologia. Fac. C.
BiolOgicas. Univ. Valencia
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antibiéticos como la eritromicina, lincomicina, cefalosporinas, y
cicloserina.’

Bacillus clausii cepa DSM 8716 fue originalmente notado como
una nueva especie sobre las caracteristicas de la capacidad de
hidrolizar la caseina, la capacidad de reducir el nitrato, y la
capacidad para crecer a 50°C. Ademas de las pruebas mostraron
Bacillus clausii fueron capaces de utilizar multiples fuentes de
carbono, incluyendo: L-aribose, xilitol, galactosa, dulcitol, sorbitol,
metil-D-mannoside, manosa, N-acetilglucosamina, D-tagose, 2-
ketogluconate. Parte de la actual clasificacion de las pruebas de la
sonda para que las fuentes de carbono son utilizados por un
Bacilo hebras para identificar su especie. *

La reduccion de nitratos utiliza el nitrato como aceptor terminal de
electrones durante la respiracion anaerébica. El uso de nitrato
como aceptor de electrones en la reduccion de nitrito no es tan
eficaz como el uso de oxigeno y los microbios, tales como B.
clausii se prefiere el uso de oxigeno durante el nitrato en términos
de produccién de energia. Pero en los entornos de bajo nivel de
oxigeno, tales como el suelo, donde B. clausii se encuentra
generalmente, la reduccion de nitratos puede ser usado para
mantener el transporte de electrones en la operacion para

mantener un gradiente de electrones para la sintesis de ATP.*®

3.1.7. Caracteristicas del Lactobacillus reuteri

Los Lactobacillus reuteri son bacterias Gram-positivas, en forma
de vara, y anaerobico. Estos heterofermentatic bacterias acido
lacticas que habitan en el intestino de una amplia gama de

organismos, incluyendo los seres humanos, cerdos, pollos y

v http://aem.asm.org/cgi/content/full/65/9/4288 9/11/2016
18 .
http://chemport.cas.org/cgi-
bin/sdcgi? APP=ftslink&action=reflink&origin=springer&version=1.0&coi=1%3ACAS%3A528%3ADyak2M
XntFGnsrc%253D&md5=52be3c5edb4a2611ed0284b6452ed414 27/11/2016
19

http://dwb.unl.edu/Teacher/NSF/C11/C11Links/www.bact.wisc.edu/microtextbook/metabolism/Introd
uction.html 13/11/2016
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ratones?®®. También pueden ser aislados de la leche materna
humana. In vitro, Lactobacillus reuteri crece de manera 6ptima en
los medios a 37 grados Celsius. También se han encontrado para
crecer en las biopeliculas. La Alimentacion y la agricultura de la
Organizacion de las Naciones Unidas describe los probiéticos
como "microorganismos Vvivos que cuando se administran en
cantidades adecuadas confieren un beneficio a la salud del
huésped®,” una idea de la primera vocalizados por Elie
Metchnikoff, en los primeros afios de 1900. Los L. reuteri produce
reuterina, un antimicrobiano que inhibe el crecimiento de
bacterias, hongos y protozoos. Debido a estas propiedades
probidticas, L. reuteri se cree para ser una terapia prometedora
para la mitigacibn de la pobreza y la reduccion de ciertas
enfermedades relacionadas con el aparato digestivo de la salud,
salud oral, y urogenital de la salud, incluyendo la infantil, los
colicos, el eccema y la infeccion por H. pylori

Algunas cepas han demostrado que también forma relativamente
delgada de biopeliculas (5-7um de espesor.)?® L. reuteri es un
mutualistas asociados de acogida microbio, que viven en los
intestinos de los animales. Como tal, se requiere de un habitat y
es un mesofilas, anaerobio facultativo, con una preferencia por los
ambientes acidos. L. reuteri es una obligada heterofermentativos
microbio, la produccion de diéxido de carbono, etanol, acetato, y
el acido lactico a partir de la fermentacion de glucosa. También
puede anaerobicamente metabolizar el glicerol, la produccion de
los antimicrobianos reuterina (3-hydroxypropionaldehyde).>® L.

reuteri también se ha demostrado para producir acido félico y

20 Morita, Hidetoshi, Toh, Hidehiro, Fukuda, Shinji, et al. 2008. "Andlisis comparativo del Genoma de
Lactobacillus reuteri y Lactobacillus fermentum Revelan una Isla Genbmica para la Reuterina y
Cobalamina Producion. 151 ,161.

2 Jones, Sara E., Versalovic, James. 2009. "Probiltico Lactobacillus reuteri biopeliculas producir
antibibticos y anti-inflamatorios factores". 9.

2 Jones, Sara E., Versalovic, James. 2009. "ProbiGtico Lactobacillus reuteri biopeliculas producir
antibibticos y anti-inflamatorios factores". 35.
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cobalamina, también conocida como la vitamina B12, nutrientes

gue muchos animales, incluyendo los seres humanos, requieren.

3.1.8. Caracteristicas Saccharomyces cerevisiae

Saccharomyces cerevisiae es un eucariota microbio. Mas
especificamente, es un cumulo en forma globular, de color
amarillo-verde de levaduras pertenecientes al reino de los
Hongos, que incluye a los organismos multicelulares como
hongos y mohos. Natural de las cepas de la levadura se han
encontrado en las superficies de las plantas, de los tractos
gastrointestinales y de la superficie del cuerpo de los insectos y
animales de sangre caliente, suelos de todas las regiones del
mundo e incluso en los ambientes acuéticos.?* Mas a menudo se
encuentran en areas donde la fermentacion puede ocurrir, tales
como la en la superficie de la fruta, almacenamiento en bodegas y
en los equipos utilizados durante el proceso de fermentacion. »°S.
cerevisiae es famosamente conocido por su papel en la
produccién de alimentos. Es el componente critico en el proceso
de fermentacion que convierte el azlcar en alcohol, un ingrediente
compartido en cerveza, vino y bebidas destiladas. También se
utiliza en el proceso de panificacion como un agente de levadura;
la levadura de la liberacion de gas en el ambiente de los
resultados en la esponjosa textura como de panes y pasteles.
Debido a su papel en la fermentacion, los seres humanos han
conocido y utlizado Saccharomyces cerevisiae por un largo

tiempo. Los arquedlogos han encontrado evidencia de una bebida

2 Morita, Hidetoshi, Toh, Hidehiro, Fukuda, Shinji, et al. 2008. "Anélisis comparativo del Genoma de
Lactobacillus reuteri y Lactobacillus fermentum Revelan una Isla GenGmica para la Reuterina y
Cobalamina Producion." La Investigacion del ADN.

24 http://www.informaworld.com/smpp/ftinterface~content=a773488360~fulltext=713240930

% Robert K. Mortimer. Evolution and Variation of the Yeast (Saccharomyces) Genome. 403.
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fermentada en un bote en China tan pronto como 7000BC®, y la
evidencia molecular de la levadura se utiliza en la fermentacion
fue encontrado en una jarra de vino que se remonta a 3150BC.%’
El aislamiento de la especie no ocurrié hasta 1938, cuando Emil
Mrak aislado de higos podridos encuentra en Merced, California.
Tomando ventaja de su unico ciclo reproductivo, Robert Mortimer
realiza cruces genéticos que utilizé el aislado cepa y otras cepas
de levadura obtenida a través de otros investigadores. Como
resultado, se cred una nueva cepa llamada S288c, la cual se
utilizé como cepa parental con el fin de aislar la mayoria de las
cepas mutantes en la actualidad se utilizan en la investigacion.”®
S. cerevisiae es también considerado un "organismo modelo" por
los cientificos. Su gran ventaja es que es un unicelulares y
organismo eucariota. Como un eucariota, la mayoria de los genes
de la levadura y las proteinas tienen homélogos humanos?®, y una
mayor comprension del genoma de la levadura también ayudaria
a los cientificos a comprender el genoma humano. Otra ventaja es
su crecimiento rapido de la parrilla. En una normal de levadura
media, se tarda 90 minutos para que la levadura de la poblacion a
doble®, y las colonias son generalmente visibles a los 2-3 dias
después de la colocacion de ellos en medio fresco. Desde la
secuencia completa del genoma esta ahora disponible, los
mutantes Unicos a los organismos eucariotas ahora puede ser
expresado en una eucariota como se opone al estudio de un gen
similar en los procariotas.

S. cerevisiae puede vivir tanto aerobico asi como las condiciones

anaerdbicas. En presencia de oxigeno, la levadura puede

2% JEAN-LUC LEGRAS, DIDIER MERDINOGLU, JEAN-MARIE CORNUET, FRANCIS KARST. Bread, beer and
wine: Saccharomyces cerevisiae diversity reflects human history

.4

% Robert K. Mortimer* And John R. Johnston. Genealogy Of Principal Strains Of The Yeast Genetic Stock
Center. 2,3.

*® Robert K. Mortimer. Evolution and Variation of the Yeast (Saccharomyces) Genome. 1,2.

% Life with 6000 Genes A. Goffeau, * B. G. Barrell, H. Bussey, R. W. Davis, B. Dujon, H. Feldmann,

F. Galibert, J. D. Hoheisel, C. Jacq, M. Johnston, E. J. Louis, H. W. Mewes, Y. Murakami, P. Philippsen, H.
Tettelin, S. G. Oliver

30 http://dbb.urmc.rochester.edu/labs/sherman_f/startedyeast.pdf
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someterse a la respiracion aerébica, donde la glucosa se rompe a
las emisiones de CO2 y el ATP es producido por los protones de
caer abajo de su gradiente de una Atpasa. Cuando falta oxigeno,
la levadura solo obtienen su energia a partir de la glucélisis y el
azucar es el lugar se convierte en etanol, una menos eficiente el
proceso de respiracion aerébica. La principal fuente de carbono y
energia es la glucosa, y cuando las concentraciones de glucosa
son lo suficientemente altos, la expresion génica de enzimas
utilizado en la respiracion son reprimidos y la fermentacion se
lleva a través de la respiracion. Sin embargo, la levadura también

puede utilizar otros azucares como fuente de carbono.

3.1.9. Probiéticos
Se definen a los probidticos como "microorganismos Vvivos

gue, cuando se administran en cantidades adecuadas,
confieren un beneficio para la salud al huésped". También
diferenciaron entre productos que contenian probiéticos y
aquellos que contenian cultivos vivos 0 activos y

establecieron los siguientes criterios:

Criterios vivos o culturales activos:
Cualquier alimento con microbio de fermentacién
Prueba de viabilidad a un nivel minimo de reflexion de los
niveles tipicos vistos en los alimentos fermentados, sugirié
aser1x 109 UFC por racion
Ninguna investigacién o evidencia especifica es necesaria
para hacer esta afirmacion.

e Criterios de probidticos para productos que no hacen

una declaracion de propiedades saludables:
e Un miembro de una especie de seguridad, que es

apoyado por evidencia suficiente de un efecto
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beneficioso en general en los seres humanos o un
microbio seguro con una propiedad (por ejemplo,
una estructura, la actividad, o el producto final) para
el que no es Evidencia suficiente para un efecto
beneficioso general en humanos

e Prueba de viabilidad al nivel apropiado utilizado en el
apoyo a estudios en humanos.

e Criterios probidticos para los productos que hacen
una declaracion de propiedades saludables:
Definido cepa probidtica
Prueba de suministro de cepa viable a dosis eficaces
al final del periodo de validez
Pruebas convincentes necesarias para una cepa 0
cepa especifica en la indicacibn de salud

especificada.

3.1.9.1. Efecto de los probio6ticos
3.1.9.1.1. Efectos De Los Probidticos En Diversas

patologias

Los efectos de los Probioticos son varios incluyendo la
modificacion de la flora evitando la colonizacion
patogena, la prevencion del desequilibrio de la flora
intestinal, la reduccion de la incidencia y duracion de
diarreas, el mantenimiento de la integridad de las
mucosas, la modulacion de la inmunidad al evitar la
translocacion bacteriana, la produccion de vitaminas
como la B2, B6 y biotina, la asimilacion de

oligoelementos y la actividad antitumoral.

3.1.9.1.2. EFECTOS NUTRICIONALES

A. INTOLERANCIA A LA LACTOSA
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Alrededor del 70% de la Poblacion mundial, presenta
intolerancia a la lactosa, relacionada con Ila
disminucién de la actividad de la lactasa en la
mucosa intestinal, genéticamente determinada. La
Lactosa no digerida es fermentada por la flora
intestinal, con produccién de agua, acidos grasos y
gas, que ocasionan sintomas como dolor abdominal,

flatulencia y diarrea.

Los probidticos contribuyen a mejorar la digestion de
la lactosa y reducen la sintomatologia por la mala
absorcion, gracias a que los Lactobacillus poseen
una actividad enzimatica (lactasa) que sigue
funcionando en el intestino y permite la digestién del
azucar, lo cual permite que personas con
intolerancia a la lactosa puedan consumir leche,
fuente rica en proteinas, vitaminas y calcio; evitando
los eventuales sintomas como la diarrea, dolor

abdominal, flatulencia, etc.

Los probioticos que actdan en la fermentacion del
yogur como Lactobacillus bulgaricus y S.
thermophilus poseen la enzima. Los Lactobacillus y
las bifidobacterias poseen un efecto favorecedor en

la digestion de la Lactosa

B. REDUCCION DE LOS NIVELES DE
COLESTEROL

Algunos probidticos pueden ejercer efectos
hipocolesteromiantes, es decir que contribuyen a la
disminuciéon del colesterol sanguineo de tres

maneras distintas:
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Utilizando el colesterol en el intestino y reduciendo

asi su absorcién
Aumentando la excrecion de sales biliares

Produciendo &cidos grasos volatiles en el colon que
pueden ser absorbidos e interferir con el

metabolismo de los lipidos en el higado.

EFECTOS PROTECTORES

Los probidticos son microorganismos que estimulan
las funciones protectoras del tracto digestivo,
también son conocidos como bioterapeuticos,
bioprotectores o bioprofilacticos, se utilizan para
prevenir las infecciones entéricas y
gastrointestinales. Para que un microorganismo
pueda cumplir con esta funcién de proteccion tiene
qgue poseer caracteristicas tales como: Ser habitante
normal del intestino, tener un tiempo corto de
reproduccion, ser capaz de producir compuestos
antimicrobianos y ser estable durante el proceso de
produccién, comercializacion y distribucion para que

pueda estar vivo en el intestino.

La proteccion de estos microorganismos se lleva a
cabo mediante dos mecanismos: El antagonismo
que impide la multiplicacion de los patdogenos y la
produccion de toxinas que impiden su accién
patogénica. Este antagonismo est4d dado por la
competencia por los nutrientes o los sitios de
adhesion. Mediante la inmunomodulacién protegen
al huésped de las infecciones induciendo a un

aumento de la produccion Inmunoglobulinas,
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aumento de la activacion de las células

mononucleares y de los linfocitos.

Las bacterias &cido lacticas pueden colonizar
transitoriamente el intestino y sobrevivir durante el
transito intestinal ademas, por su adhesion al
epitelio, modifican la respuesta inmune local del

hospedero.

Ciertos probitticos pueden estimular la inmunidad
del individuo tanto a nivel intestinal como a nivel
general, lo cual se traduce por una mayor produccion
de anticuerpos y una mejor defensa. Varios estudios
sugieren que el consumo de probidticos podria
ayudar a regular las alteraciones del sistema inmune
gue se observan en casos de alergia y por lo tanto, a

reducir los sintomas asociados con esta patologia.

Ciertas bacterias lacticas protegen al intestino frente

a los patégenos de diferentes maneras:
Compitiendo por el espacio fisico y por los nutrientes

Produciendo sustancias antibiéticas activas frente a

estos patdégenos
Estimulando el sistema inmune del intestino

Contribuyendo a la acidificacion del contenido del
colon, lo cual es desfavorable para el crecimiento de

patdgenos

Inactivacion de ciertas toxinas liberados por

patdgenos.
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3.1.10. Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus es un importante patdgeno humano
gue causa una amplia gama de infecciones clinicas. Es una
de las principales causas de bacteriemia y endocarditis
infecciosa, asi como infecciones osteoarticulares, cutaneas
y de tejidos blandos, pleuropulmonares y de aparatos. Las
dos ultimas décadas se ha sido testigos de dos cambios
claros en la epidemiologia de las infecciones por S. aureus:
en primer lugar, un numero creciente de infecciones
asociadas a la atencion de la salud, particularmente en la
endocarditis infecciosa y las infecciones de los dispositivos
protésicos, y una epidemia de piel asociada a la comunidad
Y las infecciones de tejidos blandos impulsadas por cepas
con ciertos factores de virulencia y resistencia a los
antibidticos B-lactamicos. Al revisar la literatura para apoyar
las estrategias de manejo de estas manifestaciones
clinicas, también destacamos la escasez de evidencia de
alta calidad para muchas preguntas clinicas clave.*

3.1.10.1. Microbiologiay patogenia
La capacidad de regular los factores de virulencia bajo

estimulos estresantes (por ejemplo, respuesta inmune del
huésped o antibidticos circulantes) es un factor clave para
permitir que S. aureus persista en el torrente sanguineo,
sembrar tejidos profundos y formar focos secundarios de
infeccion. Las cepas de S. aureus han sido efectivamente
capaces de adherirse y colonizar la piel y la mucosa de las
narinas, invadir el torrente sanguineo, evadir las respuestas
inmunolégicas del huésped, formar biofilms protectores y
desarrollar  resistencia a varios antibidticos. En

consecuencia, a pesar de la disponibilidad de muchos

1 Steven Y. C. Tonga, Joshua S. Davisa, Emily Eichenbergerb, Thomas L. Hollandband Vance G. Fowler
Irb,c. Staphylococcus aureus Infections: Epidemiology, Pathophysiology, Clinical Manifestations, and
Management
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antibidticos con actividad contra cepas de tipo salvaje, S.
aureus es un patégeno gram-positivo altamente exitoso y

cada vez mas clinicamente importante.>

Adhesion y colonizacion. S. aureus puede regular de nuevo
una variedad de factores de virulencia, lo que le permite
adherirse y colonizar las narinas y la piel dafiada o las
superficies de los dispositivos implantados o protesis y
causar graves infecciones del torrente sanguineo. El acido
teicoico, un polimero en la superficie de S. aureus, es

esencial para este propoésito.

S. aureus puede interrumpir la barrera cutdnea mediante la
secrecion de toxinas exfoliativas, hemolisinas (incluyendo
a-hemolysin [a-toxina], que forma poros en las membranas
celulares de la piel), y varias enzimas que destruyen el
tejido. La invasion puede ser desencadenada cuando el
sistema inmunoldgico esta comprometido, cuando hay una
ruptura en el integumento fisico, y / o cuando se produce

inflamacion localizada.®

3.1.10.2. Mecanismos de resistencia y epidemiologia

Evasion. S. aureus evade la respuesta inmune del huésped
secretando proteinas anti-opsonizing (por ejemplo, proteina
inhibidora de quimiotaxis), que previenen la fagocitosis por
los neutrdfilos. La proteina A, localizada en la superficie de
las células de S. aureus, también tiene propiedades
antiphagocytic. Por otra parte, S. aureus secreta

leucotoxinas (por ejemplo, Panton-Valentine leukocidin),

2 Christoph K. Nabera. Staphylococcus aureus Bacteremia: Epidemiology, Pathophysiology, and
Management Strategies Department of Cardiology, West-German Heart Center, Essen, Germany

B Quorum-sensing control in staphylococcia target for antimicrobial drug therapy FEMS Microbiol Lett
2004.
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que lyse leucocitos,® y expresa superantigens (por
ejemplo, las enterotoxinas toxicos y el sindrome de choque
toxina, que subvertir la respuesta inmune normal

induciendo fuerte.

Biofilms. La deteccion del quérum de S. aureus puede
regular la expresion génica para formar biofilms viscosa en
la piel dafiada, dispositivos médicos ajustados y valvulas
cardiacas sanas o0 dafadas. El agotamiento de los
nutrientes y el oxigeno hace que las bacterias entren en un
estado no nacido en el que son menos susceptibles a
algunos antibiéticos. En particular, las variantes de colonia
pequefia de S. aureus, cuando estan adheridas y en fase
estacionaria, demuestran resistencia casi completa a los
agentes antimicrobianos. La matriz de biofilm proporciona
proteccion contra las células inmunes y puede restringir la

penetracion de algunos antibiéticos.

3.1.10.3. Tratamiento de las infecciones producidas

Resistencia antibiotica. Las cepas de S. aureus han
desarrollado resistencia a los antibi6ticos, incluyendo
penicilina, cefalosporinas, meticilina, vancomicina y
linezolid. S. aureus anula los efectos de la penicilina
mediante la produccion de B-lactamasa y las cepas
de MRSA han adquirido el gen mec que codifica la
proteina 2a de union a la penicilina y el gen fem que
confiere resistencia a meticilina, penicilinas
resistentes a penicilinasa y cefalosporinas. La
verdadera resistencia a la vancomicina en S. aureus

parece depender de la adquisicion del gen vanA,

N Engl J Med 1998. Lowy FD Staphylococcus aureus infections. 339,520.
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mientras que la susceptibilidad reducida a la
vancomicina en la vancomicina intermedia S. aureus
y la vancomicina intermedia intermedia S. aureus se
ha relacionado con un mecanismo diferente: O los
genes reguladores asociados con el accesorio de la
via del regulador genético. Linezolid resistencia es
conferida por una mutacién en S. aureus ribosomal
ARN. Ademéas de la clara resistencia, existe el
fenbmeno de la "fluencia MIC", que se reconoce
mejor con respecto a la clase de antibioticos
glucopéptidos y se refiere a incrementos
insignificantes, numéricamente pequefos, de los
CMI a lo largo del tiempo que, sin embargo, parecen
reflejar un efecto clinicamente  significativo

Reduccién de la susceptibilidad.

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPQSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM < DE SANTA MARIA

Revision de antecedentes investigativos

a) Titulo: Cluster of Bacteria Associated with Peri-Implantitis
Autor: G. Rutger Persson, DDS, PhD;* Stefan Renvert, DDS, PhD
Ano: 2013
Resumen:

Antecedentes: La informacion sobre la microbiota en la periimplantitis
es limitado. La hipotesis de que ni el género ni una historia de la
periodontitis / fumar o la microbiota en implantes difieren segun el
estado del implante. Materiales y métodos: Las muestras
microbiolégicas de referencia recogidos a un implante en cada uno de
los 166 participantes con periimplantitis y de 47 individuos con un
implante sanos fueron recogidos y analizados mediante hibridacion
ADN-ADN de tablero de ajedrez (78 especies). Los datos clinicos y
radiograficos definen el estado del implante. Resultados: las especies
bacterianas Diecinueve fueron encontrados en un mayor numero de
de los implantes con periimplantitis incluyendo Actinobacillus
Aggregatibacter, Campylobacter gracilis, Campylobacter rectus,
showae Campylobacter, Helicobacter pylori, Haemophilus influenzae,
Porphyromonas gingivalis, Staphylococcus aureus, Staphylococcus
anaerobius, Streptococcus intermedius, Streptococcus mitis, forsythia
Tannerella, Treponema denticola, y Treponema socranskii (p <0,001).
Utilizando un analisis de curva caracteristica identificada T. forsythia,
P. gingivalis, T. socranskii, Staph. aureus, estafilococos. anaerobius,
Strep. intermedius, y Strep. mitis en la periimplantitis que comprende
el 30% de la microbiota total. Al ajustarse segun el género (no
significativo [NS]), el tabaquismo (NS), mayor edad (p = 0,003), la
historia de la periodontitis (p <0,01), y T. forsythia (cociente de
probabilidad 3,6, intervalo de confianza del 95% 1.4 , 9.1, p = 0,007)
se asociaron con la periimplantitis. Conclusién: Un grupo de bacterias,
incluyendo T. forsythia y estafilococos. aureus se asocia con la

periimplantitis.
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b) Titulo: Peri-Implant Mucositis and Peri-Implantitis: A Current

Understanding of Their Diagnoses and Clinical Implications*

Autor: Dr. Paul Rosen, chair; Drs. Donald Clem, David Cochran,

Stuart Froum, Bradley McAllister, Stefan Renvert, Hom-Lay Wang

Afo: 2013

Resumen:

El uso de implantes dentales ha revolucionado el tratamiento de forma
parcial y totalmente desdentados pacientes hoy en dia.

Los implantes se han convertido en un enfoque de tratamiento para la
gestion de una amplia gama de dilemas clinicos debido a su alto nivel
de predictibilidad y su capacidad para ser utilizado para una amplia
variedad de opciones de tratamiento. Mientras que en muchos
protectores de los implantes dentales se han reportado para lograr el
éxito a largo plazo, no son inmunes a las complicaciones asociada
con la planificacibn de un tratamiento inadecuado, la ejecucion
quirurgica y protésica, la falla del material, y mantenimiento. Incluido
en estos Ultimos son la biolégica complicaciones de la mucositis
periimplantaria y periimplantitis, afecciones inflamatorias de las blando
y duro tejidos a los implantes dentales. Es el propoésito de este
documento revisar el conocimiento actual en relaciébn con la peri-
implante mucositis y periimplantitis para ayudar a los médicosen sus
diagnosticos y prevencion. Se reconoce que nueva informacion
continuard a surgir, y como tal, Este documento representa un
esfuerzo dinamico que se evolucionando y requieren una mayor

expansion y reevaluacion.
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c) Titulo: Efecto Probidtico In Vitro De Actobacillus Casei En La
Disminucion De La Resistencia A Ciprofloxacino, Imipenem Y
Vancomicina Sobre Escherichia Coli, Pseudomonas Aeruginosa Y

Staphylococcus aureus

Autor: Mobnica Tatiana, Justiniano Mejia, Elva Mejia
Delgado

Afo: 2013

Resumen:

Se determind el efecto probiotico de Lactobacillus casei en
la disminucién de la resistencia a ciprofloxacino, imipenem
y vancomicina sobre Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa Yy Staphylococcus aureus. Se utilizaron
lactobacillus al 50%, 75% y 100%. El efecto probiotico se
proces6 mediante la técnica de Kirby Bauer y la
concentracion inhibitoria minima mediante la determinacion
de las unidades formadoras de colonias.

Se determind6 que el Lactobacillus casei, asociado a
ciprofloxacino disminuye la resistencia de Escherichia coli;
asociado a imipenem, disminuye la resistencia de
Pseudomona aeruginosa; y asociado a vancomicina,
disminuye la resistencia de Staphylococcus aureus.

La sensibilidad de las bacterias es mayor cuando los
antibiéticos se asociaron con el Lactobacillus con una
diferencia altamente significativa al efecto del antibiético
solo. La concentracion inhibitoria minima fue 50%. Todas
las concentraciones asociadas a cada antibidtico
produjeron inhibicion total de las bacterias con una
diferencia altamente significativa con su control (p< 0.001).
Lactobacillus casei asociado a ciprofloxacino, imipenem y
vancomicina disminuye la resistencia in vitro de E. coli, P.

aeruginosa y S. aureus, respectivamente
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d) Titulo: Microorganismos probiéticos en la prevencion de caries
dentales

Autor: Johany Duque de Estrada Riveron, lleana Hidalgo-

Gato Fuentes, Yensi Diaz Martell

Afo: 2010

Resumen:

Los probi6ticos tienen el potencial de brindar beneficios
muy importantes para la salud humana, por lo que se
decidié investigar las especies probidticas que pudiesen
tener accion preventiva contra la caries dentales
fundamentalmente en los nifios, para determinar la
existencia de un medicamento contra ellas, a partir de
microorganismos probidticos presentes en la cavidad bucal.
Los probioticos bucales que han demostrado acciones
alentadoras en la prevencién de las caries dentales son: el
Estreptococos salivarius (cepa K12), Lactobacilos salivarius
BGHO1, Lactobacilos gasseri BGHO089, Estreptococos
sanguinis y Estreptococos oligofermentans. Los estudios in
vitro sobre el uso de probidticos para la prevencion de las
caries dentales poseen resultados interesantes, pero, in
vivo, estos no son muy alentadores. Se debe profundizar
en los efectos terapéuticos de las cepas probibticas ya
descubiertas para que se puedan obtener de estas un
agente preventivo efectivo contra las caries, para poder
garantizar una mejor calidad de vida, sobre todo en la
poblacién infantil.
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4. HIPOTESIS

Dado que, los probidticos son microorganismos vivos que pueden ayudar

con la prevencion y tratamiento de algunas enfermedades del huésped.

Es probable que, el probiético: Lactobacillus reuteri, tengan una accion
inhibitoria superior sobre el crecimiento invitro del Staphylococcus aureus.
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CAPITULO II
PLANTEAMIENTO OPERACIONAL
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ll.  PLANTEAMIENTO OPERACIONAL

5. Técnicas, instrumentos y materiales de verificacion.

Técnica:
a) Precisién de la técnica

En el presente trabajo de investigacion se aplicd la técnica de
experimental. El instrumento que se utilizé consistié en una ficha

de recoleccion de datos de laboratorio.

b) Esquematizacion

VARIABLE TECNICA PROCEDIMIENTO

Crecimiento invitro del S. | opservacion

aureus Experimental, Medicion

Laboratorial

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPQSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM —-  DE SANTA MARIA

c) Descripcién de la técnica
c.1) Activacion de los probiéticos.
c.1.1) Activacién del B. clausii
Se us6 una ampolla de enterogermina, se tomo6 0.2ml y se inoculo
en 10 ml de caldo de tioglicolato y se dejo crecer en la incubadora de
anaerobiosis a 37°C al 6% de CO2 por 24 horas.

c.1.2) Activacion del S. cerevisiae.

Se us6 una tableta de levadura de cerveza, la cual se trituro, del
polvo se pes6 0.5 gr, el cual se inoculo en 10 ml de caldo de
tioglicolato y se dejé crecer en la incubadora de anaerobiosis a 37°C
al 6% de CO2 por 24 horas.

c.1.3) Activacioén del L. reuteri.

Se usé 0.5 gr de biogaia y se inoculo en 10 ml de caldo de
tioglicolato y se dejo crecer en la incubadora de anaerobiosis a 37°C
al 6% de CO2 por 24 horas.

c.2) Activacion del S. aureus.
Se adquirié una cepa certificada ATCC 12600 de S. aureus, de los
laboratorios Gen lab Peru.

c.2.1) Se reactivo la cepa en 10ml de caldo de tioglicolato y se
incubo a 37°C y 6% de CO2 por 24 horas.

c.2.2) Para el repique se sembro del tubo previamente inoculado de

S. aureus, a una placa con agar sangre.

c.3) Procedimiento
c.3.1) Preparacion de los probioticos.

e Los probiéticos se igualaron al estandar 0.5 de turbidez de la escala
Mc Farland equivalente a 10°UFC.

e Se tomo6 30 del homogenizado y se inoculo a la papilla para bebes.
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e Se prepararon 10 discos de inhibicién con cada probiético.

c.3.2) Preparacion del S. aureus

e EI S. aureus se igualo al estandar 0.5 de turbidez de la escala Mc
Farland equivalente a 108UFC.

e Se sembro en 10 placas Petri con agar sangre.
c.3.3.) Ejecucién

Se colocaron los discos de inhibicién en cada palca (3 por cada
placa) y se llevo a la camara de anaerobiosis por 24 horas a 37° C y
6 % de CO2

c.4.) Recoleccion de datos

Se realizd la medicién de los halos con un vernier y se procedio a su

registro en la ficha laboratorial.

d) Diseilo Investigativo
d.1) Tipo

Ensayo laboratorial, investigativo, sin pretest, manipulacion mudltiple,

postest Unico

d.2) Esquema basico

GE1 B. clausii 02
GE2 L. reuteri 02
GE3 S. cerecisiae 02
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d.3) Diagramacién operativa.

Conformacion de grupos

Tratamiento Experimental

L. reuteri S. cerevisiae

Postest

Halo inhibitorio

GE1 GE2 GE3
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1.2. Instrumentos

a. Instrumento Documental:

a.l) Precision del instrumento

El instrumento usado fue una ficha de observacion laboratorial

Estructura del instrumento

Medicién Variable Indicadores ITEMS

Post test

Crecimiento del | Formaciéon del| Medida en

Staphylococcus halo de | mm.

24 horas e
aureus inhibicion

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPQSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM - DE SANTA MARIA

a.3) Modelo del instrumento:

Se utilizé una tabla detallada por cada probidtico utilizado en la
cual indico el tiempo en el cual se hizo el control y el tamafio del

halo de inhibicion.

5.1.1. Instrumentos mecénicos

Balén de vidrio de 1L

- Probetas de 500ml
- Asas de Col

- Hojas de papel filtro
- Tubos de ensayo de 15ml
- Placas Petri

- Mecheros

- Refrigeradora

- Autoclave

- Incubadora

- Pinzas

- Gradillas

- Cocina

- Camara fotografica
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5.1.2. Materiales o insumos

. Agar sangre

o Caldo de tioglicolato
o Agar LB

o Caldo nutritivo

2. CAMPO DE VERIFICACION
2.1. Ambito Espacial
La investigacion se llevé a cabo en la ciudad de Arequipa, en los
laboratorios de la Universidad Catolica de Santa Maria.

2.2.  Ambito Temporal

La investigacion se llevé a cabo en noviembre y diciembre del 2016.

2.3. Unidades de Estudio

a. Unidades de analisis

Muestras bioldgicas

b. Alternativa de manejo

Grupos
c. Control de los grupos
d.1. Criterios de inclusion
e Cepas cetificadas de Staphylococcus aureus (ATCC

12600)

e Cepas comerciales de:
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o B. clausii
o L. reuteri

o S. cerevisiae

d.2. Criterios de exclusién

- Cualquier cepa contaminada o con morfologia diferente a

la normal.

2.4. Cuantificacién de los grupos
Para la comparacion entre las tres cepas probidticos se
empleod una prueba de analisis de Varianza.

Para obtener una muestra apropiada se trabajara con:

2.5. Criterios estadisticos
Nivel de confiabilidad (1-a) del 95%, por lo que a=5%
Nivel de potencia (1- B) de 80%

Error maximo permitido (expresados en desviaciones
estandar) A=1; es decir que el error maximo sera

igual a una desviacion estandar de los datos.

Para calcular la muestra aplicamos la siguiente férmula

con sus parametros correspondientes:

Datos:

e Tamafo de la muestra
e Lambda=9.64

e Delta = nivel de error
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Reemplazando:

Entonces el nimero total de las muestras por cada subgrupo es de

10, siendo 30 la muestra total para la investigacion.

3. ESTRATEGIA DE RECOLECCION DE DATOS

3.1. Organizacion
Antes de aplicar el instrumento se realizaron las siguientes
actividades:

e Autorizacion del Decano de la Facultad de Odontologia.

e Autorizacién del coordinador del laboratorio de la Universidad
Catodlica de Santa Maria.

e Preparacién de las unidades de estudio

e Formalizacion de las unidades de estudio

e Recoleccion de datos

3.2. Recursos

a. Recursos Humanos
Investigador : Robinson Alex Vilcahuaman Palomino
Asesora : Dra. Maria del Socorro Barriga Flores

b. Recursos Fisicos
e Biblioteca de la Universidad Catdlica de Santa Maria
e Laboratorios de la Universidad Catélica de Santa Maria
c. Recursos Econdmicos

e Propios del investigador
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4. ESTRATEGIA PARA MANEJO DE DATOS

4.1 Plan de sistematizacién

4.1.1 Tipo de procesamiento

El procesamiento de datos se realiz6 manualmente.

4.1.2 Plan de procesamiento

e Clasificacion
Toda la informacidon obtenida se ordend en una matriz de

registro y control cuyo detalle aparecera en los anexos.

e Recuento
Se realiz6 una matriz de conteo y se contabilizaran

manualmente.

e Plan de analisis de datos

Se realizé un analisis cuantitativo.

e Tabulacion
Se emplearon cuadros simples, que se ajusten a las

necesidades de analisis y a los objetivos.
e Graficacion

Se utilizaron gréficos considerando la exigencia de los
cuadros.
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4.2 Plan de analisis

a. Tipo cuantitativo trifactorial univariado.

b. Tratamiento estadistico

Variable Tipo Escala Estadistico | pryepa
descriptiva
TC
e Media
e Mediana
e Moda
Crecimiento e D Kruskal
de S. aureus Cuantitativa | De razon . . standar | Wallis
e V. max
e V.min
e R
o C.V.

c. Metodologia de interpretacion

La interpretacion se realizo en base a la comparacion de datos y

por la apreciacion critica.

d. Modalidad interpretativa

Se optd por una interpretacion subsiguiente a cada cuadro y una

discusion global de los datos.
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Tabla N°1.

Mediciones de los halos de inhibicion para las cepas probioticas

Muestras Halos de inhibicion (mm)

Lactobacillus Saccharomyces Bacillus

reuteri cerevisiae clausii

1 19 18 17
2 18 9 6
3 15 11 12
4 13 15 15
5 17 17 12
6 15 13

7 13 13 8
8 14 14 14
9 19 13 14
10 15 7 7

Fuente: elaboracion propia

La Tabla N°1 muestra 10 repeticiones de la prueba de inhibicion del
crecimiento del Staphylococcus aureus para cada una de las cepas probidticas

en mencion.
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Tabla N°2.

Andlisis descriptivo de los halos de medicion para cada cepa probidtica

Lactobacillus Saccharomyces Bacillus
reuteri (mm) cerevisiae (mm)  clausii (mm)
Media 15.80 13.00 11.20
Error tipico 0.73 1.06 1.24
Mediana 15.00 13.00 12.00
Moda 15.00 13.00 12.00
Desviacion 2.30 3.37 3.91
estandar
Varianza de la 5.29 11.33 15.29
muestra
Coeficiente de 14.56 25.90 34.91
variacion
Curtosis -1.45 -0.15 -1.61
Coeficiente de 0.30 -0.33 -0.06
asimetria
Rango 6 11 11
Minimo 13 7 6
Maximo 19 18 17
Suma 158 130 112
Cuenta 10 10 10
Nivel de 1.65 2.41 2.80

confianza(95.0%)

Fuente: elaboracion propia

Segun la tabla N°2 los valores minimo y maximo de la cepa Lactobacillus
reuteri es de 13 y 19 con el menor rango (6) entre las tres cepas, cabe
destacar que ésta es la de mayor efecto antibacteriano; para la Saccharomyces
cerevisiae va entre 7 y 18 con un mayor rango de 11 y para el Bacillus clausii
con el efecto antibacteriano mas bajo tienen un limite inferior y superior de 6 y

17, respectivamente, con un rango de 11.
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Gréafico N°1. Valores méaximos de halos de inhibicion (mm) de las cepas
probidticas sobre el Staphylococcus aureus
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Fuente: elaboracion propia

En el grafico N°1 se muestra los valores maximos y minimos del efecto de
inhibicion de las cepas probioticas sobre el Staphylococcus aureus, donde se
observa claramente que de las tres cepas el Lactobacillus reuteri es el que
mayor efecto antibacteriano posee (19 mm), le sigue el Saccharomyces

cerevisiae (18 mm) y luego el Bacillus clausii (17 mm).
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Grafico N°2.

Efecto de inhibicidon de las cepas probidticas sobre el Staphylococcus

aureus
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Fuente: elaboracién propia

En el Grafico N°2 se observan los promedios de la medicion de los halos de
inhibicién para el crecimiento del Staphylococcus aureus, siendo el de mayor
efecto antibacteriano la cepa Lactobacillus reuteri con 15.8 mm, le sigue la
Saccharomyces cerevisiae con 13.00 mm y el de menor entre las tres es el

Bacillus clausii con 11.20 mm de halo de inhibicién.

Las medidas de variabilidad de los datos indican una baja variacién de los
mismos con una desviacion estandar de 2.30, 3.37 y 3.91 y con una varianza
de 5.29, 11.33 y 15.29 para las cepas Lactobacillus reuteri, Saccharomyces
cerevisiae Yy Bacillus clausii, respectivamente. Esto se corrobora con el valor
del coeficiente de variacién donde hay un 14.56% de variacion entre los datos
para el Lactobacillus reuteri (valor mas bajo) y de 34.91% de variacion para la

cepa Bacillus clausii (la mayor variacion de las tres cepas).
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Gréfico N°3.
Histograma de la cepa Lactobacillus reuteri
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Fuente: elaboracion propia

Las medidas de tendencia central (media, mediana y moda) mostrados en la
Tabla N°2 indican la distribucion de los datos, correspondiendo para el
Lactobacillus reuteri una distribucion asimétrica positiva o ligeramente sesgada
a la derecha ya que su media es mayor que la mediana (15.80>15.00),
adicionalmente poseen una curtosis platicurtica con un valor de -1.45, es decir,
en las colas de su curva hay mas casos acumulados como se observa

claramente en el Gréafico N°3.

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




REPOSITORIO DE UNIVERSIDAD

. CATOLICA
TESIS UCSM == DE SANTA MARIA

Tabla N°3.

Tabla de Frecuencia de Distribucion para L. reuteri

Porcentaje |Porcentaje
Frecuencia | Porcentaje | valido acumulado
Vélido 13 |2 20,0 20,0 20,0
14 1 10,0 10,0 30,0
15 |3 30,0 30,0 60,0
17 1 10,0 10,0 70,0
18 |1 10,0 10,0 80,0
19 2 20,0 20,0 100,0
Total | 10 100,0 100,0

Fuente: elaboracion propia

Adicionalmente se observa que el valor que mas se repite (moda) es 15 mm, el
cual se repite 3 veces y le sigue el valor de 19 mm el que tiene una frecuencia
de 2 veces (Tabla N°3)
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Grafico N°4.

Histograma de la cepa Saccharomyces cerevisiae
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Fuente: elaboracion propia

Para el caso de la Saccharomyces cerevisiae su media, mediana y moda son
iguales (13) por lo tanto sus datos poseen una distribucion simétrica unimodal
con una curtosis platicurtica de -0.15, valor que es bajo e indica que hay
algunos valores acumulados en sus colas (se observa en el Grafico N°4).
Ademas se observa que la moda (13) tiene una frecuencia de 3 veces (Tabla
N°4).
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Tabla N°4.
Tabla de Frecuencia de Distribucion para S.cereviciae
Porcentaje |Porcentaje
Frecuencia | Porcentaje | valido acumulado
Valido 7 1 10,0 10,0 10,0
9 1 10,0 10,0 20,0
11 1 10,0 10,0 30,0
13 |3 30,0 30,0 60,0
14 1 10,0 10,0 70,0
15 |1 10,0 10,0 80,0
17 1 10,0 10,0 90,0
18 1 10,0 10,0 100,0
Total | 10 100,0 100,0

Fuente: elaboracion propia

Para el caso de la cepa de Bacillus clausii poseen una distribucién asimétrica
negativa (sesgada a la izquierda), se diferencia del Lactobacillus reuteri ya que
su media es menor que la mediana (11.20<12.00) y también tiene una curtosis
platicartica (-1.61) ya que como se observa en el Grafico N°5 hay una

acumulacion de sus datos en las colas de la curva.
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Grafico N°5.

Histograma de la cepa Bacillus clausii
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Fuente: elaboracién propia

Para el caso del Bacillus clausii hay tres valores que mas se repiten (moda)
que son 7 mm, 12 mm y 14 mm los que tienen una frecuencia de 2 veces
(datos mostrados en la Tabla N°5).

Tabla N°5. Tabla de Frecuencia de Distribucién para

B.clausii
Porcentaje |Porcentaje
Frecuencia | Porcentaje | valido acumulado
Valido 6 1 10,0 10,0 10,0
7 2 20,0 20,0 30,0
8 1 10,0 10,0 40,0
12 |2 20,0 20,0 60,0
14 |2 20,0 20,0 80,0
15 |1 10,0 10,0 90,0
17 1 10,0 10,0 100,0
Total | 10 100,0 100,0
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Gréafico N° 6.

Diagrama de cajas de las cepas probidticas
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Fuente: elaboracion propia

En el Grafico N°6 se observa claramente que la asimetria positiva para el
Lactobacillus reuteri, la asimetria negativa para el Bacillus clausii y la simetria
para la Saccharomyces cerevisiae. Ademas no se observan datos extremos u

outliers.
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a. Evaluaciéon de supuestos de normalidad y homogeneidad

En el software SPSS ® Statistics Version 22 se realiz0 la prueba de Normalidad
(Tabla N°6), donde los valores de significancia (Sig.) son mayores a 0.05 (p)
por lo que las cepas probidticas poseen una distribucion normal (0.182; 0.844 y
0.270 > 0.05).

Tabla N°6. Pruebas de normalidad

Kolmogorov-Smirnov® Shapiro-Wilk

Estadistico | gl Sig. Estadistico | gl Sig.
L.reuteri ,236 10 ,121 ,893 10 ,182
S.cereviciae | ,200 10 200" |,965 10 844
B.clausii 193 10 200" |,908 10 270

Fuente: elaboracion propia

*, Esto es un limite inferior de la significacién verdadera.

a. Correccion de significacion de Lilliefors

Al poseer una distribucion normal, estas variables cumplen con uno de los
requisitos para aplicar el ANOVA, por lo que ahora deben cumplir con la
igualdad de varianzas la que se ha corrido en SPSS y no se ha obtenido
resultado lo que indica que no cumpla con este supuesto (Tabla N° 7 y 8), por
lo que se le aplicaran un analisis NO PARAMETRICO.
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Tabla N°8. ANOVA

Suma de Media
cuadrados |dgl cuadratica |F Sig.
L.reuteri Entre grupos |47,600 9 5,289
Dentro de
,000 0
grupos
Total 47,600 9
S.cereviciae Entre grupos |102,000 9 11,333
Dentro de
,000 0
grupos
Total 102,000 9
B.clausii Entre grupos |137,600 9 15,289
Dentro de
,000 0
grupos
Total 137,600 9

Fuente: elaboracion propia

b. Anélisis no paramétrico

Dentro del analisis no paramétrico, se utilizo la prueba de Kruskal Wallis; la
cual fue realizada usando el software SPSS ® Statistics Version 22. Para lo

cual se definié una hipétesis y determind los estadisticos.
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e Definicion de Hipétesis:
Ho: No hay diferencia significativa entre las tres cepas probioticas frente a la
Staphylococcus aureus.
Hi: Si hay diferencia significativa entre algunas de las tres cepas probioticas

frente a la Staphylococcus aureus.

e Estadistico de Kruskal Wallis:
Tabla N°9. Estadisticos de prueba®”
Kruskal Wallis

L.reuteri| S.cereviciae | B.clausii

Chi-

4,000 4,000 4,000
cuadrado
gl 4 4 4
Sig.
L ,406 ,406 ,406
asintotica

a. Prueba de Kruskal Wallis

b. Variable de agrupacion: Repeticiones

Segun la Tabla N°9 siendo el estadistico de Chi cuadrado (4000) con el valor p
de Sig, asintética (0.423 > 0.05) se acepta la hipétesis nula (Ho), es decir, no
hay diferencia significativa entre las tres cepas probiodticas frente a la

Staphylococcus aureus a un 95% de significancia.
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DISCUSION

La finalidad del presente trabajo de investigacion fue poder aportar datos
acerca del efecto inhibidor de las cepas probidticos B. clausii, L. reuteri y S.
cerivisiae. Sobre el crecimiento del S. aureus ya que es unos de los patdégenos
recurrentes en la periimplantitis.

Los antecedentes previos muestran que probidticos de la familia Lactobacillus
presentan inhibicién sobre el S.aureus y otras baterias patdgenas,. en esta
investigacion se trabajé solo con un probiético de esta familia, el L reuteri,
siendo el que mayor diametro de halo formo 19mm en contraste con otros
trabajos que muestra un crecimiento de 10 mm®°, esto puede deberse a que en
el caso de este trabajo de investigacion se us6 un sustrato el cual fue la papilla
para bebes enriquecida con agente probiéticos lo cual puede llevar a un

crecimiento aumentado del lactobacillus.

En el caso del Bacillus clausii. Presento un halo menor a los otros 2 probio6ticos
usados, pero esto puede deberse a que la interaccion de B. clausii se lleva a
través del sistema inmune al potenciarlo para asi producir un efecto contra
agentes patogenos como el S. aureus. Estudios demuestran que el Bacillus
clausii puede ejercer la inmunomodulacién de la actividad al afectar el patrén
de citoquinas en alérgica sujetos y produccion de algunos agentes

antimicrobianos®.

Se observan los promedios de los crecimientos de halos de inhibicion para el
crecimiento del Staphylococcus aureus, siendo el de mayor efecto
antibacteriano la cepa Lactobacillus reuteri con 15.8 mm, le sigue la
Saccharomyces cerevisiae con 13.00 mm y el de menor entre las tres es el

Bacillus clausii con 11.20 mm de halo de inhibicion.

* Elizabeth Andrea Sénchez Barrera. EFECTO INHIBIDOR DE LOS PROBIOTICOS: LACTOBACILLUS
ACIDOPHILUS, LACTOBACILLUS CASEI Y LACTOBACILLUS REUTERI, SOBRE EL CRECIMIENTO IN VITRO DE
PORPHYROMONA GINGIVALIS, MICROORGANISMO PREDOMINANTE EN LA ENFERMEDAD PERIODONTAL
DESTRUCTIVA CRONICA.68,82.

3 Gabrielli M, Lauritano EC, Scarpellini E, Lupascu A, Ojetti V, Gasbarrini G, Silveri NG, Gasbarrini A.
Bacillus clausii as a treatment of small intestinal bacterial overgrowth.
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Las medidas de varianza de 5.29, 11.33 y 15.29 para las cepas Lactobacillus
reuteri, Saccharomyces cerevisiae Yy Bacillus clausii, respectivamente. Esto se
corrobora con el valor del coeficiente de variacion donde hay un 14.56% de
variacion entre los datos para el Lactobacillus reuteri (valor mas bajo) y de
34.91% de variacion para la cepa Bacillus clausii (la mayor variacion de las tres
cepas).

Estos resultados en algunos casos variables como se muestra en la desviacion
estandar puede deberse al efecto del sustrato papilla para bebes sobre el
probidtico ya que esta puede afecta el desempefio del probidtico. Analisis
realizados en productos probiéticos comercializados demuestran, no obstante,
que en la actualidad alguno de ellos, especialmente los suplementos
alimentarios, no ofrecen las garantias deseables en cuanto a la identidad de las

cepas declaradas y su viabilidad.®’

7y. Sanz, M.C. Collado, J. Dalmau. Probibticos: criterios de Probibticos: criterios de calidad y
orientaciones calidad y orientaciones para el consumo 63,66.
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CONCLUSION

PRIMERA

Se observa la presencia de halo de inhibicion formada por el B. clausii sobre el
crecimiento de S. aureus, mostrando un crecimiento medio de 11.2mm

SEGUNDA

Se observa la presencia de halo de inhibicion formada por el L. reuteri sobre el
crecimiento de S. aureus, mostrando un crecimiento medio de 15.8mm

TERCERA

Se observa la presencia de halo de inhibiciéon formada por el S. cerevisiae
sobre el crecimiento de S. aureus, mostrando un crecimiento medio de 13mm

CUARTA

Se observo que de las 3 cepas probidticas la mejor o la que mostro un halo de
inhibicion mayor fue la del L. reuteri, sobre el crecimiento del S. aureus.

QUINTA

Se observa que no hay diferencia significativa entre las cepas probidticos frente
al S. aureus
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RECOMENDACIONES

1. Se recomienda a los alumnos realizar una investigacion a base de estos
datos in vivo para poder comprobar los mecanismos accion de estos
probioticos, en pacientes con implantes, con la finalidad de comprobar

Su uUso preventivo.

2. Se recomienda a futuros investigadores tomar en cuenta la viabilidad de
las ufc en el caso de los probioticos para asi tener datos mar fidedignos

a su accion inhibitoria.

3. Se recomienda buscar algun sinergismo ya sea con algun otro
probidticos o con algun otro farmaco para ver si sus efectos pueden ser

potenciados.

4. Resultaria excepcional alentar a nuevas investigaciones relacionadas
especialmente in vivo, en pacientes que presente una periimplantitis
grado | o superiores para ver si el probioticos efectivamente funciona a

tal nivel, es decir como tratamiento y no solo como prevencion.
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ANEXOS
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ANEXO N° 1
MODELO DE FICHA LABORATORIAL
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Ficha laboratorial:

Halo de inhibicién (mm)

Muestras B. clausii L. reuteri S. cerevisiae
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ANEXO N°2
MATRIZ DE SISTEMATIZACION DE DATOS
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Tabla N°l1. Mediciones de los halos de inhibicion para las cepas
probioticas

Muestras Halos de inhibicién (mm)

Lactobacillus Saccharomyces Bacillus

reuteri cerevisiae clausii

1 19 18 17
2 18 9 6
3 15 11 .
4 13 15 15
5 17 17 12
6 15 13

7 13 13

8 14 14 14
9 19 13 14
10 15 7 7
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ANEXON° 3
SECUENCIA FOTOGRAFICAS

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis



UNIVERSIDAD
AN CATOLICA
et DE SANTA MARIA

REPOSITORIO DE

Cepa Certificada S. aureus

(atcc 12600)

Preparacion de caldo de Tioglicolato

Pesado de caldo de Tioglicolato
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REPOSITORIO DE

Precalentado del caldo de
Tioglicolato

Caldo de Tioglicolato inoculado con
S. aureus
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Caldo de Tioglicolato inoculado con
L. reuteri, B. clausii, S.cerevisiae

Papilla comercial inoculado con L.
reuteri, B. clausii, S.cerevisiae
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REPOSITORIO DE

PreparaciOn de Agar sangre

PreparaciOn del Agar base sangre

Preparacion del Agar base sangre
con sangre (al 5%)
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Plagueado del Agar sangre

Halos de inhibiciOn en S. aureus Agar
sangre
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