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RESUMEN

Introduccidn: Es de conocimiento que la tasa de enfermedades diarreicas en el Per( es alta debido
a las malas condiciones sanitarias en las que vivimos. La infeccion por Salmonella no tifoidea,
especificamente la especie Salmonella typhimurium, tiene una alta incidencia de infeccién en
nuestro pais, la cual actua directamente afectando al intestino delgado. Adicionalmente, se ha
visto que las Salmonellas no tifoideas han desarrollado resistencia a los antibioticos. Es por esto,
por lo que es necesario determinar si la aplicacion de bacterias probioticas ayuda a combatir esta
infeccion y a disminuir el compromiso de la mucosa intestinal.

Objetivos y técnica: El objetivo de este trabajo de investigacion fue evaluar la eficacia de la
administracion de consorcios bacterianos con potencial probiotico frente a la infeccion por S.
typhimurium en Mus musculus. Se dividio a la muestra de estudio conformado por 36 ratones, en
cuatro grupos de tratamientos (n=9): Grupo 1: L. lactis; Grupo 2: B. licheniformis, Grupo 3: L.
lactis y B. licheniformis; Grupo 4: control negativo: solo suero fisiologico. Al tercer dia de
tratamiento, se les inocul6 el microorganismo infectante S. typhimurium. Se hizo la recoleccion
de heces de cada grupo de estudio para determinar las unidades formadoras de colonias (UFC).
Al final, se realizé el sacrificio de los sujetos de estudio y se recolectd una biopsia de intestino
delgado para su analisis anatomopatologico y determinacion de los cambios en la mucosa
intestinal.

Resultados: Los ratones tratados con el consorcio bacteriano de L. lactis y B. licheniformis
tuvieron un grado de actividad inflamatoria leve (77.78%), evidenciado en el estudio
anatomopatoldgico. EI numero de UFC en heces de ratones posterior a la infeccion por S.
typhimurium al sexto dia de tratamiento disminuyé significativamente en el grupo al que se le
aplico el consorcio bacteriano de L. lactis y B. licheniformis.

Conclusiones: Durante la infeccién de S. typhimurium, el tratamiento con el consorcio bacteriano
Lactococcus lactis y Bacillus licheniformis tuvo una mejor respuesta a la infeccion que los otros
tratamientos, evidenciado en la disminucion de grado de actividad inflamatoria de la mucosa
intestinal y en la disminucion significativa de las UFCx10° en heces de ratones.

Palabras clave: Salmonella typhimurium, Lactococcus lactis, Bacillus licheniformis.
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ABSTRACT

Introduction: It is known that the rate of diarrheal diseases in Peru is high due to the poor sanitary
conditions in which we live. Non-typhoid Salmonella infection, specifically the species
Salmonella typhimurium, has a high incidence of infection in our country, which acts directly
affecting the small intestine. Additionally, it has been seen that non-typhoidal Salmonellas have
developed resistance to antibiotics. For this reason, it is necessary to determine if the application
of probiotic bacteria helps to combat this infection and to reduce the compromise of the intestinal

mucosa.

Objectives and technique: The objective of this research work was to evaluate the efficacy of the
administration of bacterial consortia with probiotic potential against infection by S. typhimurium
in Mus musculus (mice). The study sample made up of 36 mice was divided into four treatment
groups (n=9): Group 1: L. lactis inoculation; Group 2: B. licheniformis, Group 3: L. lactis and B.
licheniformis; Group 4: negative control: only physiological serum. On the third day of treatment,
they were inoculated with the infecting microorganism S. typhimurium. Feces were collected
from each study group to determine the colony-forming units (CFU). At the end, the study
subjects were sacrificed and a small intestine biopsy was collected for pathological analysis and

determination of intestinal mucosal changes.

Results: Mice treated with the bacterial consortium of L. lactis and B. licheniformis had a degree
of mild inflammatory activity (77.78%), evidenced in the anatomopathological study. The
number of CFUs in mouse feces after infection by S. typhimurium on the sixth day of treatment
decreased significantly in the group to which the bacterial consortium of L. lactis and B.

licheniformis was applied.

Conclusions: During the infection of S. typhimurium, the treatment with the bacterial consortium
Lactococcus lactis and Bacillus licheniformis had a better response to the infection than the other
treatments, evidenced in the decrease in the degree of inflammatory activity of the intestinal
mucosa and in the decrease of CFUx105 in mouse feces.

Key words: Salmonella typhimurium, Lactococcus lactis, Bacillus licheniformis.
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INTRODUCCION

Es de conocimiento que la tasa de enfermedades diarreicas en el Peru es alta debido a las malas
condiciones sanitarias en las que vivimos al ser nuestro pais uno tercermundista; ademas de esto,
tenemos que recalcar que la pobreza en el Perl tiene una alta incidencia y es la mayoria de
nuestra poblacién, por lo tanto, una mayor cantidad de personas no cuentan con las condiciones
necesarias para el acceso a los servicios basicos como el agua. Segun un reporte del Instituto
Nacional de Estadistica e Informatica (INEI) del 2017, el servicio higiénico conectado a redes
publicas en el area rural es solo el 20% de viviendas y por lo tanto tampoco a un adecuado

proceso de sanitizacion de los alimentos y de aseo personal como el lavado de manos (1).

Adicionalmente a esto, he de recalcar que “la resistencia a los antibiéticos esta en incremento dia
a dia, debido a su uso incorrecto por la poblacion, ya que lamentablemente no contamos con un
buen sistema de educacién de nuestra comunidad para poderles inculcar la no automedicacion y

las consecuencias negativas que esto podria desenvolver en su salud a largo plazo” (2,3).

“Al tener nosotros mayor incidencia de resistencia a los antibioticos, limita nuestro accionar para
el manejo de los pacientes que presentan infecciones que requieren antibioticoterapia, teniendo a

la larga menos opciones de tratamiento y mas complicaciones de los casos” (3).

Por todo lo mencionado anteriormente, es que las infecciones gastrointestinales y su manejo
toman una gran importancia para su investigacion, ya que con esto podriamos mejorar la calidad
de vida de la poblacidn tanto en la prevencion como el tratamiento de dichas enfermedades que

tanto acechan a nuestra comunidad.

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPQSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM =@  DE SANTA MARIA

CAPITULO I: PLANTEAMIENTO
TEORICO
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1. PROBLEMA DE INVESTIGACION

1.1. Determinacion del problema
La infeccion por salmonella no tifoidea, especificamente la variedad Salmonella

typhimurium tiene alta incidencia de infeccion en nuestro pais, esta actua directamente en
la mucosa intestinal, prioritariamente a nivel del intestino delgado generando una
respuesta inflamatoria a este nivel e incluso su destruccion. Adicionalmente se ha visto
que las salmonelas no tifoideas tienen mayor resistencia a los antibidticos. Es por esto por
lo que es necesario determinar si el uso de probioticos ayudaria a combatir la infeccién y

a disminuir el compromiso de la mucosa intestinal.

1.2. Enunciado del problema
¢, Es eficaz la aplicacion de consorcios bacterianos con potencial probiotico en el manejo

de la infeccion por Salmonella typhimurium en Mus musculus?

1.3. Descripcion del problema
1.3.1. Area de conocimiento

o Areageneral: Ciencias de la Salud

o Area especifica: Medicina Humana

e Especialidad: Biotecnologia aplicada a la salud

e Linea: Manejo de infeccion por salmonella no tifoidea

1.3.2. Analisis u operacionalizacion de variables e indicadores

VARIABLES INDICADORES ESCALA/VALOR | UNIDAD/CATEGORIA
Ratones inoculados con . Se administro
Nominal
_ 9x1078 UFC/mL de
Independiente: _ 9x10"8 UFC/mL L
_ ] Lactococcus lactis No se administro
Bacterias con potencial i —
. Ratones inoculados con ) Se administro
probidtico Nominal
9x10"8 UFC/mL de
) ) ) _ 9x10"8 UFC/mL o
Bacillus licheniformis No se administrd
11

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPQSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM @&  DE SANTA MARIA

Ratones inoculados con

9x1078 UFC/mL de ) Se administro
_ Nominal
Lactococcus lactis y
) . ] _ 9x10"8 UFC/mL L

Bacillus licheniformis en No se administré
consorcio

Dependiente: o ) Grado 0: Inactivo o

s Reaccion inflamatoria
Analisis s o ausente
. local (indice de actividad )
anatomopatoldgico de 3 Ordinal Grado 1: Leve
) ) histologica)
mucosa intestinal Grado 2: Moderado

Grado 3: Acentuada

Conteo de bacterias

) mesofilas en muestra de | Nominal
Dependiente: . Aumento de UFC/mL
» _ heces de ratones antesy | Numero de
Valoracion de bacterias ) ) »
después de la infeccion UFCx10"5 /mL i .
en heces Disminucion de UFC/mL
por Salmonella

typhimurium

1.3.3. Interrogantes basicas:

e .La aplicacion de probidticos (L. lactis, B. licheniformis y ambos en
consorcio) en mus musculus infectados con salmonella typhimurium tendra
algun efecto sobre la mucosa intestinal?

e ;lLa aplicacion de probioticos (L. lactis, B. licheniformis y ambos en
consorcio) en mus musculus infectados con salmonella typhimurium tendra
algun efecto sobre el nimero de UFC bacterianas de S. typhimurium en
muestras de heces?

e Qué efecto tiene la aplicacion de probioticos (L. lactis, B. licheniformis y
ambos en consorcio) en Mus musculus infectados con salmonella
typhimurium?

1.3.4. Tipo de investigacion:
Béasica

12

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPOSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM e DE SANTA MARIA

1.3.5. Disefio de investigacion:
Cuantitativo, experimental, longitudinal y prospectivo.
1.3.6. Nivel de investigacion:

Experimental

1.4. Justificacion del problema
1.4.1. Social: La incidencia de enfermedades diarreicas en el Peru es alto debido a las

malas condiciones sanitarias en las que vivimos “Segun el reporte del INEI del 2017,
los servicios higiénicos conectados con las redes publicas es mayor en el area urbana
(87.2%) que en el area rural (20%)” (1). Adicionalmente a esto he de recalcar que
“la resistencia a los antibidticos estd en incremento dia a dia debido al uso
inadecuado de estos por la poblacion, siendo este un factor importante para la
dificultad del manejo de infeccion por salmonella no tifoidea en la poblacién, siendo
entre estas la de mayor incidencia la Salmonella typhimurium” (4). Es por esto la
necesidad de determinar la eficacia del uso de probidticos en el manejo.

1.4.2. Tedrica: “Las enfermedades infecciosas gastrointestinales que sobresalen son las
infecciones por Campylobacter spp. Escherichia coli diarreogenica, Salmonella spp.,
Shiguella spp. y Yersinia spp” (5). “Para el manejo de estas enfermedades en su
mayoria de veces son necesarias las antibioticoterapias, sin embargo este manejo
también trae consecuencias en la microbiota intestinal y dificulta su restablecimiento
posterior al tratamiento” (6). “El manejo adicional con probid6ticos ayuda al
tratamiento de la infeccion y a la recuperacion de dicha mucosa intestinal dafiada, y
a su vez reduce la respuesta inflamatoria producida por estos patdgenos intestinales”
(7). Por este motivo es que este estudio experimental busca evidenciar la eficacia del
uso de consorcios bacterianos con potencial probiético en el manejo de la infeccién
por Salmonella typhimurium y su beneficio sobre la mucosa intestinal en ratones,
para que posteriormente se puede extrapolar los resultados a humanos.

1.4.3. Practica: Este presente estudio tiene como objetivo brindar informacion actual
acerca de la eficacia del manejo de infeccion de Salmonella typhimurium con
consorcios bacterianos para asi poder iniciar su utilizacion en el protocolo de manejo
de esta enfermedad en el futuro junto con el manejo antibiotico actual.

13
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1.4.4. Personal: Como estudiante de medicina en el presente estudio tengo como
objetivo el mejoramiento del manejo de gastroenteritis por salmonella no tifoidea y
asi cumplir con mi deber personal del cuidado de la vida humana. Asi mismo con el
presente estudio busco poder obtener el titulo de médico- cirujano.

1.4.5. Originalidad: Este estudio es original debido a que no se ha realizado en el Perd,
y al evidenciar los resultados podria evolucionar el manejo de infeccion por
Salmonella typhimurium para un mejor desarrollo de la enfermedad.

1.4.6. Factibilidad: El presente estudio se realizd experimentalmente con el
financiamiento del concurso realizado por el vicerrectorado de investigacion de la
Universidad Cat6lica de Santa Maria, cuyo desarrollo de la investigacion se realizo

en las instalaciones de esta casa universitaria.

2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo general:
Evaluar la eficacia de la administracion de consorcios bacterianos con potencial

probidtico frente a la infeccion por Salmonella typhimurium en Mus musculus (ratones).

2.2. Objetivo especifico:

e Realizar un estudio anatomopatoldgico de la biopsia intestinal de ratones infectados
con S. typhimurium para evaluar la eficacia de la administracion de Lactococcus
lactis, Bacillus licheniformis y ambos en consorcio.

e Valorar el conteo de UFC bacterianas de S. typhimurium en muestras de heces de
ratones infectados con S. typhimurium y tratados con bacterias probidticas L. lactis, B.
licheniformis y ambos en consorcio).

e Comparar el efecto de la aplicacion de indculos bacterianos con potencial probiotico
en suspensiones orales de Lactococcus lactis, Bacillus licheniformis y ambos en

consorcio a ratones infectados con Salmonella typhimurium.

14
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3. MARCO TEORICO

3.1. CONCEPTO
“Salmonella es de la familia de las enterobacterias, es de tipo Gram (-) y anaerobia

facultativa, movil. Esta salmonella se divide en dos especies, una de las cuales es la
Salmonella entérica que tiene su subespecie entérica donde abarca lo que es Salmonella typhi,
Salmonella choleraesuis, Salmonella enteritidis y Salmonella typhimurium” (8).

“Las especies de Salmonella no tifoidea producen cuadros de diarrea severa en los humanos,
de estas, la mas importante es S. typhimurium, la cual tiene la capacidad de infectar tanto a

humanos como a especies animales” (9).

3.2. PATOGENESIS
“Dentro de las salmonelas, las especies no tifoideas son trasmitidos por los alimentos, en

especial con los productos de granja tanto animales como vegetales, més especificamente con
las aves de corral y los huevos” (10).

“El periodo en el que incuba dicho microorganismo es de 8 a 72 horas, sin embargo ha habido
estudios que consideran que el periodo es mas largo, llegando hasta los 6-14 dias (promedio 8
dias)” (11).

“El cuadro clinico se presenta principalmente por la respuesta proinflamatoria que se liberan
por la bacteria, por ejemplo la respuesta de los neutréfilos y la produccion de interleucinas
(IL-8)” (12).

“Posterior a la ingesta de la salmonella, esta llegara a la mucosa del intestino delgado e
invadird las células M que se encuentran en las placas de Peyer y los enterocitos. Estas
bacterias se replican en las vacuolas endociticas. Todo este proceso ocurre gracias a los
islotes de patogenicidad | y Il de los cromosomas bacterianos que producen proteinas
invasivas secretadas por Salmonella y también tienen genes que evaden el sistema de
respuesta inmunitaria del hospedador. Esta respuesta inflamatoria solo se limita a la mucosa
intestinal” (13).

Mecanismos de adherencia e invasion:

“Hay dos componentes principales para la infeccion por Salmonella del tracto
gastrointestinal: adherencia e invasion posterior. La adherencia es compleja y estd mediada

15
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por multiples genes. Las fimbrias son muy importantes para adherirse y adaptarse a una
superficie celular eucariota; pero varios mecanismos como los operones fimbriales, el biofilm
también se encuentran en los mecanismos de adherencia” (14).

La invasion puede lograrse mediante varios mecanismos diferentes:

e “La Salmonella puede adherirse selectivamente a células epiteliales especializadas que
recubren los parches de Peyer en el colon conocidos como células M. Estas células
son importantes para la entrada de Salmonella y otros patégenos en el sistema linfoide
submucoso. Las células M son altamente endociticas y pueden transferir rapidamente
material desde su lado luminal a su lado basal, donde residen las células T y las
células presentadoras de antigeno, listas para provocar una respuesta inmune” (15).

e “Se ha sugerido que las células del epitelio columnar también pueden ser un
importante portal comdn de entrada para Salmonella, particularmente porque superan
en gran medida a las células M” (16).

e “Las salmonelas también pueden inducir a las células no fagociticas, como los
enterocitos, e internalizarlas. Este proceso de endocitosis mediada por bacterias ha
sido ampliamente estudiado in vitro y parece ser importante en la patogénesis de la
gastroenteritis por Salmonella” (17).

e “La invasion también puede ocurrir a través de las células dendriticas que se
intercalan entre las células epiteliales extendiendo las protuberancias en la luz
intestinal” (17).

“En la actualidad, los estudios de los cambios en la mucosa intestinal frente a salmonella se
realizan en ratones por su susceptibilidad a generar la infeccion con el serotipo Salmonella
typhimurium que puede ser comparable con los humanos incluso a la infeccion por
Salmonella typhi, es decir, presentan el cuadro de fiebre tifoidea” (12).

“En estos modelos animales las manifestaciones tempranas que presenta al inocular la
enfermedad es la adhesion e invasion del epitelio intestinal por los microorganismos y en

consecuencia la inflamacién de la lamina propia y los nddulos linfaticos” (18).
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3.3. EPIDEMIOLOGIA
“La infeccion de salmonella no tifoidea es la causa predominante de gastroenteritis y diarrea

en el mundo, dentro de estas, los agentes causantes mas relevantes son la Salmonella
enteritidis, S. newport y S. typhimurium” (4).

“Esta infeccién esta estrechamente relacionada con las enfermedades trasmitidas por los
alimentos, relacionados principalmente con productos lacteos, animales y productos de corral,
carnes mal cocidas, frutas y verduras contaminadas, entre otros” (19).

Segun la OMS “cada afio se enferman 550 millones de personas, de estas, 220 millones son
representados por nifios menores de 5 afos y la Salmonella es de las cuatro causas principales
de diarreas en el mundo” (20).

“En el Perl estas enfermedades transmitidas por los alimentos tienen importancia en la salud
publica porque influyen mucho en la morbimortalidad del pais. Los departamentos con mayor
incidencia de estas en los Gltimos 5 afios son Lima (20.3%), Junin (10,1 %), Cajamarca (9,6
%), Cusco (8,6 %), Huanuco (6 %), Loreto (5,6 %) y Piura (4,7 %)” (19).

“En el 2018 se evidencio que, de todos los brotes de estas enfermedades, el 37.9% fueron

producidas por Salmonella” (19).

3.4. CLINICA
“Se presentan dos cuadros clinicos de acuerdo con el serotipo de infeccion. Uno de ellos es la

fiebre entérica y paratifoidea que se da por la Salmonella typhi y paratyphi respectivamente;
el segundo tipo de presentacion es la gastroenteritis que es el cuadro clinico mas comun
producido principalmente por Salmonella Enteritidis y Salmonella typhimurium” (12).

“Las salmonelosis no tifoideas mayormente son clinicamente leves y en algunos casos no
presentan clinica; la gravedad del cuadro y su duracién va a estar dado por la cantidad de
bacterias que se han consumido; sin embargo, dentro del cuadro se puede encontrar nauseas,
vomitos, fiebre, calambre abdominal y diarreas” (4).

Segun un estudio realizado se determind que “las caracteristicas clinicas que sobresalieron
frente a la infeccidn por salmonella no tifoidea fueron el dolor abdominal (83%), fiebre (82%)
y diarrea sanguinolenta (42%)” (10).
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“El cuadro de la infeccion se resolveréa inicialmente la fiebre, en 48- 72 horas y las diarreas se
resolveran a los 4- 10 dias. La presentacion de la enfermedad grave se caracteriza por diarrea
intensa (9 a 10 veces por dia), fiebre alta persistente y necesidad de hospitalizacion™ (4).

3.5. MANEJO
“La mayoria de esta enfermedad infecciosa se autolimita y solo necesita principalmente

tratamiento con la reposicion de liquidos y electrolitos. Los casos que necesitan tratamiento

antimicrobiano son aquellas moderadas o graves, que se asocian a una comorbilidad que

comprometa negativamente la inmunidad y las edades extremas de la vida que se puedan
complicar méas y puedan llevar a una infeccion sistémica. El antibiotico de eleccion para la
infeccion por Salmonella en adultos y adolescentes son las fluoroquinolonas debido a su

eficacia frente a bacterias entéricas gram (-) y su capacidad de accion a nivel tisular e

intracelular. La dosis utilizada es el ciprofloxacino 500mg VO ¢/12 horas o el levofloxacino

500mg VO C/24 horas” (4).

Se ha determinado que “el tratamiento antibidtico empirico en pacientes inmunocompetentes

que presentan diarreas moderada a severa es de 3 a 7 dias” (21).

El tiempo de tratamiento de pacientes inmunocomprometidos es de mas tiempo debido a que

se trata de evitar las infecciones persistentes o recurrentes; este tratamiento “dura mas de 14

dias, puede llegar a durar de semanas a meses y deben estar en vigilancia constante por el

riesgo de bacteriemia”(22).

Sin embargo, se ha evidenciado que las salmonelas no tifoideas tienen mayor resistencia a los

antibidticos:

- En Estados Unidos “8.6% de las cepas de Salmonella no tifoidea son resistentes al acido
nalidixico y el 0.5% son resistentes a la ciprofloxacina. EI 3.5% de los aislados de
Salmonella no tifoideales en los son resistentes a la ceftriaxona (23).

- En Europa el “16,7% de las cepas son resistentes al acido nalidixico y el 13,5% a la
ciprofloxacina. El 1,8% de los aislados reportados son resistentes a la cefotaxima”(24).

- En el Perti “La susceptibilidad a antibidticos frente a salmonelosis fue de 83,3% a
ceftriaxona, 78,8% a cotrimoxazol y 75,0% a cloranfenicol. S6lo 50,8% fueron

susceptibles a ciprofloxacino” (25).
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Relacion de la expresion de Salmonella typhimurium en cultivos de heces posterior al
manejo:

“Aproximadamente la excrecion de S. typhimurium en heces dura 5 semanas, pudiendo llegar
hasta 7 semanas en nifios menores de cinco afios. En el tiempo de excrecion del
microorganismo también influira si la infeccidn es sintomatica o no, de tal manera que si es
sintomatica implicara mayor tiempo de excrecion; incluso la antibioticoterapia no disminuye

esta duracion, incluso la puede incrementar y hasta puede promover su resistencia” (4).

3.6. PROBIOTICOS
“La mucosa intestinal del humano estd compuesta por comunidades microbianas como

hongos, bacterias y virus; sélo del estbmago hasta el recto tenemos aproximadamente 10 ~14
microorganismos y mas de 2 000 especies. En esta composicion influye la edad, dieta,
genética y el consumo de antibidticos de cada persona. El equilibrio de toda esta microbiota
determina la salud del humano” (26).

Interaccion con la flora intestinal : “tanto la transmision de patdgenos como la eliminacion
de patogenos de la luz intestinal pueden estar mediadas por la microbiota. En un estudio, los
ratones con flora intestinal de baja complejidad no lograron eliminar el S. typhimurium de la
luz intestinal, y la eliminacion del patégeno se logré mediante la transferencia de una
microbiota compleja normal. Por lo tanto, ademas de prevenir la transmision de patégenos
por una microbiota intacta (también conocida como resistencia a la colonizacion), la
microbiota también facilita la eliminacién de patdgenos, una segunda funcion protectora
novedosa” (16).

Se evidencid que “el uso de probidticos en las diarreas infecciosas agudas del adulto
disminuia el tiempo de hospitalizacion y el tiempo de duracion de dicha diarrea. Sin embargo,
el uso excesivo de este tenia como efectos adversos generar toxinas y albergar genes de
resistencia antimicrobiana” (27).

A. Jackobson y L. Lam comprobaron que “la microbiota intestinal normal produce
propionato, este es un &cido graso de cadena corta que evita la colonizacion de Salmonella
typhimurium. Este estudio lo realizé in vitro donde el propionato inhibe directamente su

crecimiento al interrumpir la homeostasis del pH intracelular’(28).
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Se realizd un estudio donde se evidencié que “la microbiota intestinal normal produce

propionato, este es un acido graso de cadena corta que evita la colonizacién de Salmonella

typhimurium, por lo que la administracion de Bacteroides thetaiotaomicron, un probidtico
productor de propionato, incrementaba la resistencia a la colonizacion”(29).

Lactococcus lactis:

- “El Lactococcus lactis, en especifico la subunidad cremoris tiene una proteina que es la
Lactococcina A, la cual presenta propiedades fisicoquimica que le otorgan una funcion
antimicrobiana”(30).

Bacillus licheniformis
“El Bacillus licheniformis demostrd ser un buen antiinflamatorio y tener respuesta
antioxidante, e inhibio¢ satisfactoriamente la adhesion a bacterias patdgenas de E. coli y

Salmonella typhimurium”(31).

4. ANALISIS DE ANTECEDENTES INVESTIGATIVOS

4.1. A nivel local
No existe informacion a nivel local acerca de la utilizacion de Bacillus licheniformins,

Lactoccoccus lactis ni de otros probioticos en el manejo de Salmonella typhimurium y

los efectos que este podria causar frente a dicha infeccion.

4.2. A nivel nacional
A) AUTOR: “Fortunato Escobar Mamani, Félix Pompeyo Ferro Mayhua, Nelly, Martha

Rocha Zapana, Alicia Magaly Leon Tacca” (2).

TITULO: “Seminario Internacional “resistencia a antibioticos”: Amenaza global a la
salud publica - Universidad Nacional del Altiplano, Puno Perd”(2).

RESUMEN: “En las instalaciones de la Universidad Nacional del Altiplano de Puno -
Pert (Ciudad Universitaria) del 05 al 07 de noviembre 2019, se llevo a cabo el
“Seminario Internacional resistencia a antibidticos: amenaza global a la salud
publica”. Evento financiado por Concejo Nacional de Ciencia y Tecnologia -
CONCYTEC-, en alianza estratégica con la Escuela Superior de Biotecnologia de la

Universidad Catolica Portuguesa; con el objeto de “difundir el problema de
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resistencia a los antibidticos como amenaza global a la salud publica”, tanto en el
escenario local e internacional; respecto a la forma cdmo las bacterias con factores de
resistencia antimicrobiana presentes en ambiente natural pueden ser transmitidos a
los seres humanos. Las bacterias inducen a infecciones, y si no son adecuadamente
combatidos, genera resistencia a los antibioticos, proceso abordado desde distintas
posturas de los expositores invitados. De ellas, los temas abordados en el evento en
su mayoria han recomendado la necesidad de adoptar medidas urgentes mediante la
implementacion de politicas publicas, para que las infecciones comunes o complejas
resistentes a los antibioticos no se conviertan en mortales como los prevé la ciencia.
La presente edicion especial dedicada al referido evento, en la primera parte presenta
una descripcion preliminar de la literatura cientifica referida a la resistencia a los
antibidticos y sus implicancias; y en la segunda parte, se transcribe el resumen de las
ponencias principales presentadas en el seminario a fin de que sea punto de partida
para las siguientes investigaciones. En la tercera parte, termina con los manuscritos
presentados y valorados positivamente como tema de debate en el Seminario
Internacional y su relevancia de sus resultados”(2).

B) AUTOR: “Coralith Garcia Apac” (32).
TITULO: “Resistencia antibidtica en el Peri y América Latina” (32).
RESUMEN: “La resistencia antibiotica es un problema creciente a nivel mundial. En
América Latina las infecciones bacterianas importantes comienzan a incrementar su
resistencia de manera alarmante. Esto significa que las bacterias vienen
evolucionando, sobreviviendo y mutiplicandose en cepas mas dificiles de tratar, lo
que puede causar enfermedades graves asociadas o muerte”(32).

C) AUTOR: “Valeria D. Parra-Payano, Claudia R. Rondén-Paz, Coralith Garcia” (25).
TITULO: “Salmonelosis invasiva en un hospital de Lima, Perd” (25).
RESUMEN: “El objetivo del estudio fue determinar las caracteristicas
epidemioldgicas, clinicas y laboratoriales de los casos de salmonelosis invasiva y el
perfil de susceptibilidad antibiética de aislamientos de salmonela (2013-2017), en
una serie de casos de pacientes con Salmonella spp. aislada de secreciones y/o

liquidos corporales con o sin coprocultivo positivo (n=70). Para la evaluacion de la
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susceptibilidad antibidtica se considerd el primer aislamiento en todos los casos de
salmonelosis (n=168). La mayor frecuencia de casos ocurrio entre 0 a 4 afios (14,3%)
y mayores de 65 afios (24,3%). Los sintomas mas frecuentes fueron fiebre (66,1%),
diarrea (40,7%) y trastorno del sensorio (40,7%). La infeccion por el virus de
inmunodeficiencia humana (VIH) fue la comorbilidad mas frecuente (42,4%). La
frecuencia de susceptibilidad fue de 83,3% a ceftriaxona, 78,8% a cotrimoxazol y
75,0% a cloranfenicol. Sélo 50,8% fueron susceptibles a ciprofloxacino. Concluimos
que, la salmonelosis invasiva fue méas frecuente en nifios pequefios y ancianos, y que

la comorbilidad més frecuente fue la infeccion por VIH” (25).

4.3. A nivel internacional
A) AUTOR: “Catherine D. Shelton, Woongjae Yoo, Nicolas G. Shealy, Teresa P.

Torres, Jacob K. Zieba, M. Wade Calcutt” (29).

TITULO: “Salmonella enterica serovar typhimurium utiliza la respiracion anaerébica
para superar la resistencia a la colonizacion mediada por propionato” (29).
RESUMEN: “La microbiota intestinal beneficia al huésped al limitar la expansion
del patogeno entérico (resistencia a la colonizacion), en parte a través de la
produccion de metabolitos inhibitorios. Se propone que el propionato, un acido graso
de cadena corta producido por los miembros de la microbiota, medie la resistencia a
la colonizacion contra Salmonella enterica serovar typhimurium (S. Tm). Aqui,
mostramos que S. Tm supera los efectos inhibitorios del propionato al usarlo como
fuente de carbono para la respiracion anaerobica. Determinamos que el metabolismo
del propionato proporciona una ventaja de colonizacion dependiente de la
inflamacion a S. Tm durante la infeccion. Tal beneficio se abole en la luz intestinal
de ratones libres de gérmenes infectados con Salmonella. Curiosamente, la
expansion intestinal mediada por propionato de S. Tm se restaura cuando los ratones
libres de gérmenes son monocolonizados con Bacteroides thetaiotaomicron (B.
theta), un productor prominente de propionato en el intestino, pero no cuando los
ratones son monocolonizados con una cepa B. theta deficiente en produccion de

propionato. Tomados en conjunto, nuestros resultados revelan una estrategia
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utilizada por S. Tm para mitigar la resistencia a la colonizaciébn mediante el
metabolismo del propionato derivado de la microbiota ” (29).

B) AUTOR: “Amanda Jacobson, Lilian Lam, Manohary Rajendram, Fiona Tamburini,
Jared Honeycutt, Trung Pham, Will Van Treuren, Kali Pruss, Stephen Russell
Stabler” (28).

TITULO: “Un metabolito intestinal producido por comensales media la resistencia de
colonizacion a la infeccion por Salmonella” (28).

RESUMEN: “La microbiota intestinal proporciona resistencia a la colonizacion
contra patogenos invasores, limitando la expansion de patogenos, la transmision al
medio ambiente y la infeccién de huéspedes ingenuos. Los mecanismos descritos
anteriormente de resistencia a la colonizacion mediada por la microbiota se han
identificado observando la pérdida de resistencia a la colonizacién después de
perturbaciones de la comunidad, como el tratamiento con antibidticos o los cambios
en la dieta. Aqui, identificamos un mecanismo mediado por microbiota de resistencia
a la colonizacion contra el patdgeno bacteriano intestinal Salmonella enterica serovar
Typhimurium (S. Typhimurium) comparando comunidades de alta complejidad con
diferentes niveles de resistencia a la colonizacién. Usando dos cepas de ratones
endogamicos con dinamicas de infeccion significativamente diferentes y cargas
intestinales de S. Typhimurium, demostramos que las especies de Bacteroides median
la resistencia a la colonizacion contra S. Typhimurium in vivo a través de la
produccion del propionato de éacidos grasos de cadena corta. Mostramos que el
propionato inhibe directamente el crecimiento de S. Typhimurium in vitro al
interrumpir la homeostasis del pH intracelular. Este trabajo proporciona la primera
comprensién mecanicista del papel de las comunidades microbianas individualizadas
en la variabilidad de huésped a huésped de la transmision de patdgenos” (28).

C) AUTOR: “Vera Peralta, Cinthia Michelle” (27).

TITULO: “Efectos del uso de probidticos en diarrea infecciosa en adultos” (27).
RESUMEN: “Antecedentes: La diarrea es considerada una de las causas mas
importantes de morbilidad y mortalidad a nivel mundial. En los Gltimos afios, se ha

propuesto el consumo de probidticos para el tratamiento de la diarrea infecciosa.
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Obijetivo: Describir el uso de probidticos en diarrea infecciosa en adultos y establecer
su efecto en la duracion de la patologia y el tiempo de hospitalizacion. Materiales y
métodos: Se realizd un estudio bibliogréafico narrativo, donde se incluyen articulos
cientificos: meta-analisis, revisiones sistematicas, ensayos clinicos controlados,
estudios de cohortes, desde el afio 2016 hasta el afio 2021, en idiomas inglés y
espafnol. Resultados: la fisiopatologia de la diarrea infecciosa involucra dos
mecanismos: dafio al borde en cepillo velloso del intestino (diarrea osmotica) y
liberacién de toxinas (diarrea secretora). El riesgo de diarrea infecciosa esta
relacionado a factores sociodemograficos, habitos personales, ambientales. El uso de
probidticos presenta muchas ventajas como el prevenir infecciones asociadas a
Clostridium difficile o diarrea del viajero. Los probidticos tienen la capacidad de
disminuir el tiempo de hospitalizacion y el tiempo de duracion de la diarrea
infecciosa. Por otro lado, el uso de probidticos involucra cierto riesgo para la salud,
debido a sus efectos adversos al poseer la capacidad de generar toxinas y albergar
genes de resistencia antimicrobiana. Conclusiones: el uso de probidticos confiere
tanto efectos benéficos como adversos, pero hay que evaluar el contexto clinico para
su administracion al paciente. Otorgan particularmente disminucion del tiempo de la
enfermedad y de los dias de hospitalizacion” (27).

D) AUTOR: “Ana Cristina Gomes-Santos, Rafael P. Oliveiral, Thais G. Moreira,
Archimedes B., Castro Junior, Bernardo C. Hortal, Luisa Lemos, Leonardo A.
Almeidal, Rafael M” (33).

TITULO: “El Lactococcus lactis productor de Hsp65 previene la enfermedad
intestinal inflamatoria en ratones por vias dependientes de IL-10 y TLR2”(33).

RESUMEN: “Las proteinas de choque térmico (Hsps) se expresan altamente en todos
los sitios de inflamacion. Como son antigenos ubicuos e inmunodominantes, estas
moléculas representan buenos candidatos para el uso terapéutico de la tolerancia oral
en enfermedades inflamatorias autoinmunes y cronicas. Las evidencias de estudios en
humanos y animales indican que la enfermedad inflamatoria intestinal (EIl) es el
resultado de respuestas inflamatorias incontroladas a la microbiota intestinal. Las Hsp

son proteinas inmunodominantes expresadas por varias células inmunes y por
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bacterias comensales. Usando un modelo de raton con EIll, demostramos que el
pretratamiento oral con Lactococcus lactis modificado genéticamente que produce y
libera Mycobacterium Hsp65, previno completamente la colitis inducida por DSS en
ratones C57BL / 6. La proteccién se asocié con citoquinas proinflamatorias
reducidas, como IFN-y, IL-6 y TNF-a; aumento de la produccion de IL-10 en el
tejido colonico; y expansion de las células T reguladoras CD4+Foxp3+ y
CD4+LAP+ en el bazo y los ganglios linfaticos mesentéricos. Este efecto fue
dependiente de IL-10 y del receptor tipo toll 2. Por lo tanto, este enfoque puede abrir
opciones alternativas para el tratamiento a largo plazo de la EIlI” (33).
E) AUTOR: “Sebastian Posada Bustos, José Fernando Vera Chamorro”(34).

TITULO: “Probiéticos en diarrea aguda, asociada a antibidticos y nosocomial:
evidencia en pediatria” (34).

RESUMEN: “Introduccion: los probidticos son microorganismos Vivos que,
administrados en cantidades adecuadas, proveen una accion benéfica en el ser
humano. Existen numerosos estudios acerca de su uso en enfermedad diarreica en
pediatria, por lo que se hace necesario evaluar la evidencia. Métodos: se realizé una
revision de la literatura incluyendo solo metaanalisis y revisiones sistematicas en los
Gltimos 10 afios acerca del uso de probidticos en diarrea aguda, diarrea asociada a
antibioticos y Clostridium difficile, y diarrea nosocomial. Resultados: en diarrea
aguda, los metaanalisis muestran disminucion de la duracién en un dia (intervalo de
confianza [IC] 95%; 15,9 a 33,6 horas) y disminucion del riesgo de prolongacion en
los siguientes 4 y 7 dias, con recomendaciones fuertes y evidencia moderada para
Lactobacillus rhamnosus GG y Saccharomyces boulardii. En diarrea asociada a
antibidticos y a C. difficile, los metaanalisis mostraron reduccién del riesgo entre el
50% y 60%, con recomendacion fuerte para L. rhamnosus GG y S. boulardii con un
nimero necesario a tratar (NNT) de 10 (IC 95%; 7-12). En diarrea nosocomial, se
encontrd evidencia moderada con el uso de L. rhamnosus GG, principalmente en
reduccion del riesgo de gastroenteritis sintomatica por rotavirus. Sin evidencia
suficiente para dar recomendacion para las cepas Streptococcus thermophilus y

Bifidobacterium bifidum. Conclusion: solo existe evidencia con los probi6ticos L.
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rhamnosus GG y S. boulardii en reduccion de la duracion y disminucion del riesgo de
prolongacién de diarrea aguda, asi como reduccion del riesgo entre 50% y 60% de
diarrea asociada a antibioticos. Existe evidencia moderada con L. rhamnosus GG, en
la reduccidn de riesgo de diarrea nosocomial” (34).
F) AUTOR: “Taboada Apaez, Karla Denisse” (30).

TITULO: “Analisis in silico de la proteina lactococcina A de Lactococcus lactis
subsp. cremoris como posible agente antimicrobiano” (30).

RESUMEN: “Existen alrededor de 31 especies de microorganismos causantes de
enfermedades gastrointestinales. Entre estos microorganismos se encuentran
diferentes especies de bacterias, el tratamiento para tratar estas enfermedades
comprende el uso de antibioticos, un grupo de farmacos con diferentes mecanismos
de accién dependiendo del tipo de bacteria causante de la infeccion. Sin embargo,
con el paso del tiempo, las bacterias han adquirido diversos mecanismos de
adaptacion, entre ellos la resistencia a los antibidticos. EI uso irracional de estos
farmacos también afecta de manera importante a la microbiota intestinal es decir al
grupo de bacterias que viven en nuestro cuerpo sin afectar nuestra salud y que
ademéas cumplen diferentes funciones dentro del organismo. Cuando se altera en
numero y/o composicion de la microbiota se le denomina disbiosis, la cual se ha
observado tiene estrecha relacion con la obesidad y otros problemas de salud. Por
esta razon en el presente trabajo se analiz6 mediante el uso de herramientas
computacionales las caracteristicas fisicoquimicas y estructurales de la proteina
Lactocina A de Lactococcus lactis subs. cremoris como posible agente
antimicrobiano. Los datos arrojados en los diferentes programas predicen que la
proteina presenta propiedades fisicoquimicas, que le confieren una posible funcion
antimicrobiana. Asi mismo, los resultados observados en el antibiograma demuestran
su efecto inhibitorio en el crecimiento de Staphylococcus aureus. microorganismo de
importancia clinica. Estudios futuros podran evaluar su incorporacion como aditivo
en alimentos o su empaque para venta como farmaco sustituto con accion

antimicrobiana. La produccién de bacteriocinas de manera recombinante es crucial

26

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPOSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM e DE SANTA MARIA

para el desarrollo de futuras terapias antimicrobianas que permitan disminuir la
resistencia a los antibiéticos” (30).

G) AUTOR: “Nikolett Palkovicsné Pézsa, Déra Kovéacs, Bence Racz, Orsolya Farkas”
(31).
TITULO: “Efectos de Bacillus licheniformis y Bacillus subtilis en la funcion de
barrera intestinal, respuesta proinflamatoria, produccién de ROS y propiedades de
inhibicion de patégenos en el cocultivo IPEC-J2- Escherichia coli / Salmonella
typhimurium” (31).
RESUMEN: “La aparicion de resistencia a los antimicrobianos plantea serias
preocupaciones en todo el mundo. Los probidticos ofrecen una alternativa
prometedora para mejorar la promocion del crecimiento en animales de granja; Sin
embargo, su modo de accion aun necesita ser dilucidado. La linea celular IPEC-J2
(células epiteliales intestinales porcinas) es una herramienta adecuada para estudiar el
efecto de los probidticos sobre las células epiteliales intestinales. En nuestros
experimentos, las células IPEC-J2 fueron desafiadas por dos agentes causantes de
infecciones  gastrointestinales (Gl), Escherichiacoli (E. coli) o Salmonella
enterica ser. Typhimurium (S. Typhimurium). Nos centramos en determinar el efecto
de pre, co y post-tratamiento con dos candidatos  probi6ticos,
Bacillus licheniformis o Bacillus subtilis, sobre la funcion de barrera, la respuesta de
citoquinas proinflamatorias (IL-6 e IL-8) y la produccion de especies reactivas
intracelulares de oxigeno (ROS) de las células IPEC-J2, ademas del efecto de
inhibicion de la adhesiéon. Bacillus licheniformis (B. licheniformis) y Bacillus
subtilis (B. subtilis) demostraron ser antiinflamatorios y tuvieron un efecto
antioxidante bajo ciertas combinaciones de tratamiento, e inhibieron eficazmente la
adhesion de bacterias patogenas. Curiosamente, tuvieron poco efecto sobre la
permeabilidad paracelular. Segun nuestros resultados,
Bacillus licheniformis y Bacillus subtilis son candidatos prometedores para contribuir

a los efectos beneficiosos de las mezclas probidticos multiespecies™ (31).
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5. HIPOTESIS

Ho: La aplicacion de consorcios bacterianos probioticos a ratones no favorecera a la
superacion de la infeccion por Salmonella typhimurium ni disminuird el dafio de la mucosa
intestinal.

Ha: La aplicacion de consorcios bacterianos probioticos a ratones favorecera a la superacion
de la infeccion por Salmonella typhimurium y disminuira el dafio de la mucosa intestinal.
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CAPITULO II: PLANTEAMIENTO
OPERACIONAL
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1. TECNICAS, INSTRUMENTOS Y MATERIALES DE VERIFICACION

1.1.Técnica:
Para este trabajo, primeramente, se realizO la reactivacion de cepas bacterianas

ATCC Lactococcus lactis, Bacillus licheniformis y Salmonella typhimurium
mediante inoculacién en caldo nutritivo a 37°C por 24 horas y posteriormente se
sembr6 en los medios de cultivo especificos: Agar Sangre y Agar Mac Conkey a
37°C durante 24 horas mas.

Se dividio a la muestra de estudio en 4 grupos de acuerdo con la administracion de
tratamientos. Cada grupo tendra 9 individuos (n=9). Estos seran: Grupo 1:
Inoculacion oral de L. lactis; Grupo 2: Inoculacion oral de B. licheniformis, Grupo 3:
Inoculacion oral de L. lactis y B. licheniformis; Grupo 4: control negativo:
Aplicacion oral de suero fisioldgico.

Se realiz6 la recoleccion no invasiva de heces de los sujetos de estudio, las que se
diluyeron a 10”5 en suero fisiolégico, luego se siembra y cultiva en Agar Cuenta
Colonias para el posterior conteo de UFC (unidades formadoras de colonias) a las 48
horas de bacterias mesofilas.

Luego de esto, se realiz6 la inoculacién de bacterias probi6ticas durante 6 dias a la
densidad bacteriana de 9x10"8 UFC/mL via oral determinado por la absorbancia en
un espectofotdmetro a 580 nm. Al cuarto dia de la administracion de probidticos, se
volvio a hacer la colecta de heces para su conteo de UFC con el mismo
procedimiento y luego le aplico el in6culo del microorganismo infectante
Salmonella typhimurium via oral en Mus musculus a la concentracién de 9x10°8
UFC/mL.

Al sexto dia se volvid a recolectar otra muestra de heces de los sujetos en estudio
para el conteo de UFC de bacterias meséfilas con el mismo procedimiento inicial.

Al séptimo dia, se realizé la Gltima recoleccion de muestra de heces para el conteo
de UFC y se comprobo el crecimiento de S. typhimurium en heces haciendo la
siembra de cada grupo en agar S-S; y se procedio a el sacrificio de los ratones, de los

que se recolectd muestras de intestino para su posterior procesamiento
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anatomopatoldgico, donde se analiz6 microscépicamente los cambios de la mucosa
intestinal y se determin6 el grado de respuesta inflamatoria mediante el “indice de
actividad histoldgica (IAH) desarrollado por Gupta y cols” (35).

1.2.Manejo de los animales de experimentacion:
Se emplearon 36 Mus musculus machos de un peso promedio entre 30 a 40gr que

fueron obtenidos del Bioterio de la Universidad Catolica de Santa Maria (UCSM).
El desarrollo experimental fue realizado en el bioterio de la UCSM durante los
meses de Febrero — Marzo del afio 2023. En tal lugar se mantuvieron a las
condiciones de temperatura (22°C + 2°C), ciclos de luz- oscuridad (12 horas- 12

horas), con dieta balanceada y agua ad libitum.

1.3.Instrumentos:
o Ficha de recoleccion de datos 1y 2 (ANEXO 1Y 2)

o indice de actividad histologica segun Gupta y Cols (ANEXO 3)
o Matriz de datos

1.4.Materiales:
o 40 Mus musculus Balb/c

o Cepas bacterianas: ATCC: Lactococcus lactis, Bacillus licheniformis y Salmonella
typhimurium

o Placas Petri

o Caldo nutritivo

o Agar Mc Conckey

o Agar Sangre

o Agar Cuenta Colonias

o Asa microbiol6gica

o Asa de Digarsky

o Jeringas de 1cc

o Jeringas de 5cc

o Tubos de ensayo

o Suero fisiolégico
31
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o Micropipetas

o Tubos Vacutainer

o Tubos ependorff

o Microscopio éptico

o Autoclave

o Estufa incubadora

o Balanza analitica

o Espectrofotometro

o Formol 10%

o Kit de diseccion

o Matraz Erlenmeyer

o L&minas portaobjeto

o Mechero de alcohol

o Papel kraft

o Implementos de bioseguridad

o Impresora/ fotocopiadora

o Utiles de escritorio

o Laptop con programas de Microsoft Office (Word, Excel, Power Point) y
programa estadistico SPSS.

2. CAMPO DE VERIFICACION

2.1. Ubicacion espacial:

El estudio se realizo en los laboratorios y bioterio de la Universidad Catolica de
Santa Maria- Arequipa.

2.2, Ubicacion temporal:
El estudio se realiz6 entre Enero- Marzo del afio 2023

2.3.Unidades de estudio:
o Universo: Mus musculus BALB/c

e Criterios de inclusion:

e Ratones de 4 semanas machos BALB/c
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e Ratones de la misma camada
e Ratones con un gramaje similar
e Criterios de exclusion
e Ratones macho con patologias identificadas
o Tamafio de muestra: 36 ratones

o Procedimiento de Muestreo: Muestreo por conveniencia

3. ESTRATEGIA DE RECOLECCION DE DATOS:

3.1.0rganizacion:
Con el apoyo de la oficina de gestion de la investigacion y mediante solicitudes de

uso de laboratorios de investigacion y bioterio se procedio a realizar la ejecucion de
los procedimientos experimentales en los ambientes mencionados de la Universidad
Catdlica de Santa Maria. La recoleccion de datos se realizdé en las Fichas de
Recoleccion de Datos (ANEXO 1y 2).

3.2. Recursos:

o Humanos:
e Investigadora
e Asesor

o Materiales:
e Fichas de recoleccion de datos
e Impresora/ fotocopiadora
e Utiles de escritorio
e Laptop con programas de Microsoft Office (Word, Excel, Power Point) y

programa estadistico SPSS.
o Financieros:

e Financiamiento del concurso de proyectos de investigacion 2021-11

3.3.Validacion del instrumento:
No requiere validacion del instrumento
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3.4.Etica de la experimentacion con animales:
En el presente estudio de investigacion “segln el protocolo de manejo de

animales, se respetara las normas de la ética y manipulacion de animales

siguiendo los 5 principios de Marshall Hall” (36).:

a. “La experimentacion no debe realizarse si la observacion puede
sustituirla”(36).

b. “Ningln experimento debe ser realizado sin un objetivo claro”(36).

c. “Los cientificos deben estar bien informados acerca de los experimentos de
sus colegas, para evitar repeticiones innecesarias”(36).

d. “Los experimentos justificados deben llevarse a cabo con el menor dolor
posible’(36).

e. “Cada experimento debe realizarse bajo circunstancias que den lugar a los

resultados mas claros y eviten la repeticion de los mismos”(36).

3.5.Criterios o estrategias para el manejo de resultados:

Los resultados obtenidos fueron analizados estadisticamente con la prueba de
ANOVA, la prueba de Tukey y la prueba de Dunnett mediante el programa
estadistico SPSS y Excel. Los resultados se interpretaron como significativos si el
valor de p era inferior a 0,05.
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CAPITULO I11: RESULTADOS Y DISCUSION:
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3.1.RESULTADOS:

3.1.1. Estudio anatomopatologico de la biopsia intestinal de ratones:

Eficacia de consorcios bacterianos con potencial probiético frente a la infeccion por
Salmonella typhimurium en mus Musculus (ratones)

Tabla 1

Porcentaje de grado de actividad inflamatoria por grupo de tratamiento de ratones
inducido por infeccion con Salmonella typhimurium

Grupos Grado de inflamacién ~ N° de Mus Porcentaje
musculus
Grupol  0: Inactividad 0 0%
1: Actividad leve 2 22.23%
2: Actividad moderada 6 66.67%
3: Actividad acentuada 1 11.12%
Grupo2  0: Inactividad 0 0%
1: Actividad leve 4 44.45%
2: Actividad moderada 4 44.45%
3: Actividad acentuada < 11.12%
Grupo3  0: Inactividad 2 22.23%
1: Actividad leve 7 77.78%
2: Actividad moderada 0 0%
3: Actividad acentuada 0 0%
Grupo4  0: Inactividad 0 0%
1: Actividad leve 0 0%
2: Actividad moderada 4 44.45%
3: Actividad acentuada 5 55.56%
Total 36 100.00%

Fuente: Elaboracion propia
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En el estudio experimental se tuvo una poblacion total de 36 ratones, los cuales se dividieron en 4
grupos, de acuerdo con el tratamiento administrado. En la tabla 1 se puede evidenciar el grado de
actividad inflamatoria evidenciado en el estudio anatomopatoldgico. En el grupo 1 (tratados con
Lactococcus lactis e infectados con Salmonella typhimurium) predomind el grado 2 de
inflamacion (actividad moderada) con 66.67%. En el grupo 2 (tratados con Bacillus licheniformis
e infectados con Salmonella typhimurium) la inflamacion oscil6 entre el grado 1 (actividad leve)
y 2 (actividad moderada) obteniéndose un 44.45% para cada uno. El grupo 3 (tratados con
Lactococcus lactis y Bacillus licheniformis e infectados con Salmonella typhimurium) presento
predominantemente un grado 1 (actividad inflamatoria leve) con un 77.78%. El grupo 4 (tratados
con suero fisiolégico como control negativo e infectados con Salmonella typhimurium) tuvo
mayor cantidad de sujetos con grado 3 (actividad inflamatoria acentuada) con un 55.56%,

seguidos de un 44,45% para el grado 2 (actividad inflamatoria moderada).
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Eficacia de consorcios bacterianos con potencial probiético frente a la infeccion por
Salmonella typhimurium en mus Musculus (ratones)

Gréfico 1

Cantidad de sujetos de estudio segun el grado de inflamacién ratones inducido por
infeccion con Salmonella typhimurium

Grado de inflamacién

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
Cantidad de Mus musculus

EGRUPO1 mGRUPO2 m=mGRUPO3 GRUPO 4

Fuente: Elaboracion propia

En el gréfico 1 se puede evidenciar el grado de inflamacion del intestino delgado posterior a la
administracion de bacterias probidticas e inoculacion del microorganismo infectante S.
typhimurium segun el estudio anatomopatoldgico. EI grupo 1 (n=9) presentd 0 sujetos sin
actividad inflamatoria, 2 sujetos con actividad inflamatoria leve, 6 sujetos con actividad
inflamatoria moderada y 1 sujeto con actividad inflamatoria acentuada. EI grupo 2 (n=9) presento
0 sujetos sin actividad inflamatoria, 4 sujetos con actividad inflamatoria leve, 4 sujetos con
actividad inflamatoria moderada y 1 sujeto con actividad inflamatoria acentuada. EI grupo 3
(n=9) present6 2 sujetos sin actividad inflamatoria, 7 sujetos con actividad inflamatoria leve, 0
sujetos con actividad inflamatoria moderada y 0 sujeto con actividad inflamatoria acentuada. El
grupo 4 (n=9) presentd 0 sujetos sin actividad inflamatoria, O sujetos con actividad inflamatoria
leve, 4 sujetos con actividad inflamatoria moderada y 5 sujeto con actividad inflamatoria

acentuada.
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Eficacia de consorcios bacterianos con potencial probiético frente a la infeccion por
Salmonella typhimurium en mus Musculus (ratones)

Tabla 2
Prueba de ANOVA para comparar las medias del grado de actividad inflamatoria de la

mucosa intestinal entre los grupos de tratamiento

Suma de Grados Media .
- F Sig.
cuadrados . cuadréatica
libertad
Entre grupos 14,556 3 4,852 14,556 0,000
Dentro de 10,667 32 0,333

grupos

Total 25,222 35

Fuente: Elaboracion propia.

En la tabla 2 con la prueba de ANOVA se determina que al ser el valor P (0.000) < a 0.05 (nivel
de significancia), podemos determinar que, en al menos un grupo de tratamiento, la media del
grado de actividad inflamatoria de la mucosa intestinal del estudio anatomopatol dgico es distinta,

con un 95% de confiabilidad.
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Eficacia de consorcios bacterianos con potencial probiético frente a la infeccion por
Salmonella typhimurium en mus Musculus (ratones)

Tabla 3
Prueba de Tukey para determinar la diferencia del Grado de actividad inflamatoria
intestinal entre los grupos de estudio

Grupos de N Subconjunto para alfa = 0.05
tratamientos
1 2 3
Grupo 3 9 0,78
Grupo 2 9 1,67
HSD
Tukey® Grupo 1 9 1,89 1,89
Grupo 4 9 2,56
Sig. 1,000 0,846 ,088

Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.
a. Utiliza el tamafio de la muestra de la media armonica = 9,000.

Fuente: Elaboracion propia

En la tabla 3, segun la prueba de diferenciacion de medias de Tukey, podemos afirmar con un
nivel de significancia de 0.05, que el grado de actividad inflamatoria de la mucosa intestinal del
grupo 3 de tratamiento es menor (0.78) que de los grupos 1, 2 y 4 (1.89, 1.67, 2.56,
respectivamente). Adicionalmente, se puede evidenciar que el grupo 2 tuvo un menor grado de
actividad inflamatoria de la mucosa intestinal (1.67) con respecto al grupo 4 (2.56), que es el
grupo que solo recibi6 suero fisioldgico; sin embargo, el grupo 1(1.89) no present6 diferencia

estadistica significativa con respecto al grupo 4 (2.56).
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Eficacia de consorcios bacterianos con potencial probiético frente a la infeccion por
Salmonella typhimurium en mus Musculus (ratones)

Tabla 4
Comparacion de la actividad inflamatoria de la mucosa intestinal entre los grupos de

tratamiento y el grupo control

Variable dependiente: Grado de inflamacion mucosa intestinal

(1) Grupos Intervalo de
P (J) Grupo Diferencia de Desv. ! confianza al 95%
de . Sig. . .
. control medias (I-J) Error Limite Limite
tratamiento . . .
inferior  superior
T de Grupo 1 Grupo 4 -0,667 0,272 0,052 -1,34 0,00
Dunnett Grupo 2 Grupo 4 -0,889" 0,272 0,007 -1,56 -0,22
bilateral |
( b ) Grupo 3 Grupo 4 -1,778 0,272 0,000 -2,45 -1,11

*. La diferencia de medias es significativa en el nivel 0.05.

Fuente: Elaboracion propia

En la tabla 4 se puede evidenciar segun la prueba de T de Dunnett que el tratamiento del grupo
1 no tuvo una diferencia significativa (0.052) con el grupo control. Sin embargo, el grupo 2 y el

grupo 3 tuvo una significancia <0.05 (0.007 y 0.000 respectivamente).
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3.1.2. Valoracién del conteo de UFC bacterianas en muestra de heces de ratones

Eficacia de consorcios bacterianos con potencial probidtico frente a la infeccion por
Salmonella typhimurium en mus Musculus (ratones)

Grafico 2
Conteo de UFCx10A5 en muestra de heces de ratones tratados con bacterias probidticas e

infectados con Salmonella typhimurium

500

400

300
Q —GRUPO 1
> —GRUPO 2
200 —GRUPO 3
GRUPO 4

100

0

10 40 60 70
Dia de muestreo de heces

Fuente: Elaboracion propia

En el grafico 1 se evidencia la evolucién del conteo de UFC en heces de bacterias mesofilas a lo
largo de los dias de acuerdo con el grupo de tratamiento. Los cuatro grupos presentaron un conteo
de UFCx10° similar previo al inicio del tratamiento con probidticos, oscilando sus valores entre
200-280 UFCx10°. Posterior al inicio del tratamiento, se puede evidenciar que los grupo 1, 2y 3
aumentan levemente su nimero de UFC, teniendo su mayor numero de colonias a los 2 dias
posterior a la inoculacién del microorganismo infectante S. typhimurium y, luego de 3 dias de

infeccién, se ve como hay una disminucion progresiva del nimero de UFC, siendo la mas

42

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




., UNIVERSIDAD
REPQSITORIO DE B CATOLICA

TESIS UCSM =&  DE SANTA MARIA

resaltante la del grupo 3 (tratamiento con Lactococcus lactis y Bacilus licheniformis) con 196
UFCx10°. A diferencia del grupo 4 (control con suero fisioldgico) que presenta un aumento
continuo del numero de UFC posterior a la inoculacién de S. typhimurium, contandose el altimo
dia 408 UFCx10°.
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Eficacia de consorcios bacterianos con potencial probiético frente a la infeccion por
Salmonella typhimurium en mus Musculus (ratones)

Tabla 5:
Prueba de ANOVA para la variacion del nimero de UFC en heces posterior a 3 dias de

tratamiento de ratones con bacterias probidticas y previo a la infeccion por S. typhimurium

Suma de Media

cuadrados gl cuadratica Sig.
Entre grupos 702485,556 3 234161,852 217,698 0,000
Dentro de grupos  34420,000 32 1075,625
Total 736905,556 35

Fuente: Elaboracion propia

En la tabla 5 segun la prueba de ANOVA podemos determinar con un nivel de significancia del
0.05 que al menos uno de los grupos de tratamiento tuvo una variacion en el conteo de UFCx10°

de heces desde el dia 0 hasta el 3° dia de uso de probidticos.
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Eficacia de consorcios bacterianos con potencial probiético frente a la infeccion por
Salmonella typhimurium en mus Musculus (ratones)

Tabla 6:
Prueba de Tukey para determinar la variacion del N° de UFC de heces de ratones antes del

tratamiento con probidticos hasta el 3er dia de tratamiento y previo a la infeccion por S.

typhimurium
Grupos de tratamientos N Subconjunto para alfa = 0.05
1 2
Grupo 4 9 17,11
Grupo 2 9 28,56
HSD Tukey? Grupo 1 9 42,00
Grupo 3 9 72,78
Sig. ,064 1,000

Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.
a. Utiliza el tamafio de la muestra de la media armonica = 9,000.

Fuente: Elaboracion propia

En la tabla 6 con la prueba de Tukey, se obtuvo como resultado que no hubo una diferencia
significativa entre el grupo 1, 2 y 4 de tratamiento (aumento de 42.0, 28.56, 17.11 UFCx10°
respectivamente). En cambio, el grupo 3 tuvo un mayor incremento en el nimero de UFC al 3°
dia de tratamiento con probioticos (L. lactis y B. licheniformis en consorcio) con respecto al dia 0
(diferencia de 72.78 UFCX10%).
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Eficacia de consorcios bacterianos con potencial probiético frente a la infeccion por
Salmonella typhimurium en mus Musculus (ratones)

Tabla 7
Prueba de Dunnet para la variacion del N° de UFC en heces de ratones antes del

tratamiento con probidticos hasta el 3er dia de tratamiento y previo a la infeccion por S.

typhimurium
Variable dependiente: N° de UFCx10°.
Intervalo de
Di i confianza al 95%
(1) Gruposde  (J) Grupo |ferenf:|a Desv. .
. de medias Sig.
tratamientos control Error
(I-9) Limite  Limite
inferior superior
T de Grupo 1 Grupo 4 24,889" 9,593 0,037 1,24 48,54
Dunnett Grupo 2 Grupo 4 11,444 9,593 0,500 -12,21 35,10
(bilateral)® Grupo 3 Grupo 4 55,667" 9,593 0,000 32,02 79,32

*. La diferencia de medias es significativa en el nivel 0.05.

Fuente: Elaboracion propia

En la tabla 7 segun la prueba de Dunnett el grupo 1 y 3 tuvieron una diferencia significativa
<0.05 en relacion con la variacién del nimero de UFCx10° desde el dia O previo al tratamiento
hasta el 3er dia de tratamiento con probidticos bacterianos; resaltando significativamente el grupo
3 que tuvo una significancia del 0.000. El grupo 2 no tuvo una diferencia significativa con

respecto al grupo control (significancia de 0.5).
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Eficacia de consorcios bacterianos con potencial probiético frente a la infeccion por
Salmonella typhimurium en mus Musculus (ratones)

Tabla 8
Prueba de Tukey para determinar la variacion del N° de UFC de S. typhimurium de heces
de ratones desde el 3° dia de tratamiento con probidticos hasta el 2° dia después de la

inoculacién oral con S. typhimurium

J Ifa=
P rupos de Subconjunto para alfa

tratamientos N 0 A
1 2
Grupo 4 9 135,8889
Grupo 2 9 70,5556
TI:lfez/a Grupo 1 9 67,4444
Grupo 3 9 17,6667
Sig. 1,000 ,080

Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.
a. Utiliza el tamafio de la muestra de la media armonica = 9,000.

Fuente: Elaboracion propia

La tabla 8 de la Prueba de Tukey muestra que posterior al 2° dia de inoculacién con S.
typhimurium hubo una diferencia significativa en el nimero de UFC de S. typhimurium en el
grupo 4 (135.89 UFCx10°) con respecto a los grupos 1, 2 y 3 (67.45, 70.56, 17.67 UFCx10°,
respectivamente). Si bien el grupo 3 tuvo un menor aumento en el nimero de UFC de S.

typhimurium en las heces, no hubo una diferencia significativa entre este y el grupo 1y 2.
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Eficacia de consorcios bacterianos con potencial probiético frente a la infeccion por
Salmonella typhimurium en mus Musculus (ratones)

Tabla 9
Prueba de Dunnett para la variacion del N° de UFC de S. typhimurium en heces de ratones
desde el 3° dia de tratamiento con probioticos hasta el 2° dia después de inoculacion de la S.

typhimurium

Variable dependiente: Variacion del N° de UFC

Intervalo de
confianza al 95%

() Gruposde (J) Grupos Diferenciade  Desv. :
tratamientos control medias (1-J) Error g Limite  Limite
inferior superior

T de Grupo 1 Grupo 4 68,44444" 21,18328 0,008 16,2153 120,6736

Dunnett *
(bilateral)b Grupo 2 Grupo 4 65,33333 21,18328 0,011 13,1042 117,5625
Grupo 3 Grupo 4 118,22222° 21,18328 0,000 65,9931 170,4514

*. La diferencia de medias es significativa en el nivel 0.05.

Fuente: Elaboracion propia

La tabla 9 con la prueba de Dunnett puede evidenciar que hubo una diferencia significativa <0.05
en los grupos 1, 2 y 3 de tratamiento con probidticos bacterianos (significancia de 0.008, 0.011 y
0.000, respectivamente) con respecto al grupo control en el conteo del nimero de UFCx10° de S.

typhimurium posterior al 2° dia de inoculacién de S. typhimurium y con 4 dias de tratamiento.
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Eficacia de consorcios bacterianos con potencial probiético frente a la infeccion por
Salmonella typhimurium en mus Musculus (ratones)

Tabla 10
Prueba de Tukey para determinar la variacion del N° de UFC de S. typhimurium desde el 3°

dia de tratamiento con probidticos hasta el 3° dia después de la inoculacién de S.

typhimurium
Grupos de N Subconjunto para alfa = 0.05
tratamientos 1 2 3
Grupo 4 9 192,6667

Grupo 1 9 33,3333

T':EE a Grupo 2 g 10,2222
y Grupo 3 9 66,8889

Sig. 1,000 ,720 1,000

Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.
a. Utiliza el tamafio de la muestra de la media armonica = 9,000.

Fuente: Elaboracion propia

La tabla 10 muestra con los resultados de la prueba de Tukey, que hubo diferencia estadistica
significativa en el conteo del nimero de UFCx10° de S. typhimurium en el grupo 3 (tratamiento
con L. lactis y B. licheniformis) con respecto a los demas grupos, teniendo una disminucion al 3°
dia de la inoculacién del microorganismo infectante y con 6 dias de tratamiento probi6tico, con
respecto al dia previo de la inoculacion de dicho microorganismo y 3 dias de tratamiento.
Adicionalmente se puede evidenciar que tambiéen hubo una diferencia significativa del grupo 1y
2 de tratamiento con respecto al grupo 4 control; sin embargo, la diferencia del grupo 3 supera a

los otros grupos de tratamiento.
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Eficacia de consorcios bacterianos con potencial probidtico frente a la infeccién por
Salmonella typhimurium en mus Musculus (ratones)

Tabla 11

Prueba de Dunnett para la variacion del N° de UFC de S. typhimurium desde el 3° dia de

tratamiento con probiéticos hasta el 3° dia después de inoculacion de S. typhimurium

Variable dependiente: Variacion del N° de UFC
Intervalo de confianza

Dif i
(1) Grupos de (J) Grupos de : erenf:la Desv. : al 95%
) : de medias Sig. . .

tratamientos tratamientos (1) Error Limite Limite
inferior  superior
T de Grupo 1 Grupo 4 159,33333" 21,94286 0,000  105,2314 213,4353
Dunnett Grupo 2 Grupo 4 182,44444" 2194286 0,000 128,3425 236,5464
(bilateral)® Grupo 3 Grupo 4 259,55556° 21,94286 0,000 2054536 313,6575

*. La diferencia de medias es significativa en el nivel 0.05.

Fuente: Elaboracion propia

En la tabla 11 con la prueba de Dunnett se puede evidenciar que los grupos 1, 2 y 3 de
tratamiento tuvieron una diferencia significativa (0.000 cada una) con respecto al grupo 4 control
en el conteo del nimero de UFCx10° de S. typhimurium desde el 3° dia de tratamiento con
probidticos, previa inoculacion del microorganismo infectante hasta el 3° dia de inoculacion de S.
typhimurium y 6° dia de tratamiento con probioticos bacterianos, con un nivel de significancia de

0.05.
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3.2.COMENTARIOS Y DISCUSION:

En el presente estudio se realiz6 una infeccion experimental en Mus musculus con Salmonella
typhimurium para determinar la eficacia de la administracién de consorcios bacterianos con
potencial probiotico, en este caso de Lactoccocus lactis y Bacillus licheniformis de forma
independiente y en consorcio, mediante la evaluacion de la variacion del conteo UFC de bacterias
mesofilas en heces de ratones durante el tratamiento probioGtico y posterior inoculacion del
microorganismo infectante; y, el andlisis de la actividad inflamatoria de la mucosa intestinal
mediante el estudio anatomopatolégico al final del tratamiento y frente a la infeccion por S.
typhimurium.

El estudio experimental tuvo una poblacion total de 36 ratones, los cuales se dividieron en 4
grupos de acuerdo al tratamiento administrado. Estos fueron: Grupo 1: Inoculacién de L. lactis e
infeccion con S. typhimurium; Grupo 2: Inoculacion de B. licheniformis e infeccién con S.
typhimurium, Grupo 3: Inoculacion de L. lactis y B. licheniformis e infeccion con S.
typhimurium; Grupo 4: control negativo: Aplicacién oral de suero fisiologico e infeccion con S.
typhimurium.

De acuerdo con los resultados obtenidos en la tabla 1 y en el grafico 1 se puede afirmar que el
grado de actividad inflamatoria moderada fue la predominante, teniendo 14 sujetos de estudio, los
cuales pertenecian al grupo 1, 2 y 4. Adicionalmente, vemos que el grado de actividad
inflamatoria leve tuvo 13 sujetos de estudio de los cuales en su mayoria pertenecieron al grupo 3.

La tabla 2 nos confirma que en al menos uno de los grupos de estudio tuvo una diferencia
significativa (<0.05) del promedio de grado de actividad inflamatoria de la mucosa de intestino
delgado en el estudio anatomopatoldgico; corroborado por la tabla 3 y 4 que nos permite decir
que el grado de actividad inflamatoria de la mucosa intestinal del grupo 3 (L. lactis y B.
licheniformis en consorcio) es menor que los grupos 1, 2 y 4; es decir que, dicho grupo de
tratamiento fue mas efectivo que los demas grupos de estudio. Ademas de esto, se ve que el
grupo 2 tuvo un menor grado de actividad inflamatoria de la mucosa intestinal con respecto al
grupo 4, sin embargo, no se asemeja a la respuesta que obtuvo el grupo 3 en cuanto al grado de
actividad inflamatoria de la mucosa intestinal. El grupo 1 por si solo, no representa una mejoria
en la respuesta inflamatoria frente a la infeccion por S. typhimurium en comparacion con los
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sujetos a los que no se le administré ningun tratamiento (grupo 4). Por lo que, estos resultados
nos permiten inferir que L. lactis y B. licheniformis aplicadas en consorcio protegen del dafio de
Salmonella typhimurium a la mucosa del intestino delgado de ratones infectados produciendo un

menor grado de actividad inflamatoria (77.78% de grado 1: actividad leve).

En el gréfico 2 se puede evidenciar que posterior al inicio del tratamiento con probioticos
bacterianos (grupo 1, 2 y 3) hubo un leve aumento del nimero de UFC de bacterias mesofilas lo
que podria reflejar la presencia y multiplicacion de las bacterias probidticas administradas.
Asimismo, se puede evidenciar que posterior a la inoculacion del microorganismo infectante, el
aumento del nimero de UFC de S. typhimurium en el grupo 1, 2 y 3 es menor que en el grupo 4
(grupo control), por lo que se puede interpretar que los probidticos ayudaron a una menor

propagacion de S. typhimurium comparado con los que no recibieron tratamiento.

Segun los resultados de la tabla 5 podemos confirmar con un 95% de confiabilidad que al menos
uno de los grupos de tratamiento tuvo una variacion en cuanto al ndmero de UFCx10° de
bacterias mesofilas desde el dia O previo al tratamiento hasta el 3° dia de tratamiento.
Confirméandose con la tabla 6 y 7 donde se evidencia que el grupo 3 (L. lactis y B. licheniformis
en consorcio) tuvo un mayor aumento de UFC (Aumentdé en 72.78 UFCx10°) pudiendo
determinar que los probi6ticos bacterianos estan haciendo efecto sobre la microbiota intestinal.

La tabla 8 y 9 evidencian que hubo una diferencia en el nimero de UFCx10° de S. typhimurium
del 3° dia de tratamiento al 2° dia posterior a la inoculacién del microorganismo infectante,
teniendo al grupo 4 (control) como el que presentd mayor aumento del nimero de UFC de S.
typhimurium (135.89 UFCx10°) con respecto a los otros grupos. Pudiendo interpretar asi que la
administracion de tratamiento del grupo 1, 2 y 3 ayudo a que se produjera menor infeccion por S.
typhimurium al 2° dia posterior a la inoculacién de S. typhimurium, reflejado en el menor nimero
de UFC de S. typhimurium con respecto al grupo control (67.45, 70.56 y 17.67 UFCx10°,
respectivamente); sin embargo, los resultados de este 2° dia post inoculacion no permitio
determinar cuél de los tratamientos es mas efectivo frente a la infeccion, ya que no presentan una

diferencia significativa entre los tres grupos de tratamiento.
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La tabla 10 y 11 dan como resultado que al 3° dia posterior a la inoculacion del microorganismo
infectante (S. typhimurium) y con 6 dias de tratamiento con probi6ticos bacterianos hubo una
diferencia significativa en el nimero de UFCx10° de S. typhimurium, principalmente en el grupo
3, donde se pudo ver que su conteo fue menor al 6° dia de tratamiento de las dos bacterias
probidticas en consorcio y 3° dia de inoculacion del microorganismo infectante, con respecto al
3° dia de tratamiento (-66.89 UFCx10°); a su vez, este conteo fue menor que el de los grupos 1, 2
y 4. Los grupos 1 y 2 tuvieron una diferencia significativa con respecto al grupo 4, ya que el
grupo 1y 2 tuvieron un menor incremento del namero de UFC de S. typhimurium (33.32, 10.23
UFCx10°, respectivamente) que el grupo 4 (192.67 UFCx10°). Al ver estos resultados se puede
determinar que al 3° dia posterior a la infeccion de S. typhimurium, el tratamiento del grupo 3
(Lactococcus lactis y Bacillus licheniformis en consorcio) tuvo una mejor respuesta a la infeccion
que los otros tratamientos (grupo 1 y 2). Ademas, se analizaron macroscopicamente las heces de
los ratones donde se pudo objetivar que el uso de consorcios bacterianos con potencial probiotico
generaba que las heces sean mas blandas, y posterior a la inoculacion del microorganismo
infectante, no hubo cambios en la integridad de las heces comparado con los sujetos de estudio
del grupo control, donde se evidencié que las heces luego de la infeccion, se tornaron méas

blandas, mucosas y con mal olor.

Vera, 2021, sefiala que “el uso de probidticos otorga una disminucion en el tiempo de
presentacion de la enfermedad y de los dias de hospitalizacién; pero también sefiala que pueden
conferir tanto efectos beneficiosos y adversos, y que hay que tener en cuenta el cuadro clinico del

paciente para su administracion” (27).

Shanmugasundaram estudié “el efecto del uso de probi6ticos sobre la carga cecal de Salmonella,
donde tuvo como resultado que el uso de B. licheniformis disminuyd la concentracion del niamero
de UFC en heces posterior a la infeccion por Salmonella, comprobado ademéas con PCR en
tiempo real, por lo que sugieren que el B. licheniformis es un probidtico que se puede aplicar para

contrarrestar la infeccion por Salmonella” (37).

“Lactococcus lactis es una bacteria acido lactica que puede producir Lactococcina A,
bacteriocina con propiedades antimicrobianas como provocar la lisis bacteriana; asi mismo,

forma sustancias (acido acético y acido lactico) que disminuyen el pH, el cual funciona también
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como factor protector de bacterias patdgenas” (38). Taboada “evalu6 in silico la lactococcina A
de L. lactis concluyendo que esta proteina presenta propiedades fisicoquimicas y estructurales
que lo podrian permitir una posible funcién antimicrobiana e incluso demostré que podia inhibir

el crecimiento de algunas bacterias patdgenas” (30).

Palkovicsne estudié “los efectos del B. licheniformis frente a S. typhimurium; sugirié que esta
bacteria podria contrarrestar el efecto inflamatorio de S. typhimurium, disminuyendo los niveles
de IL-6. Ademas, precisé que B. licheniformis tenia la propiedad de inhibir significativamente la
adhesion de S. typhimurium, sugiriendo que se podria usar B. licheniformis con otras especies

probidticas para poder complementar sus efectos” (31).

Por lo tanto, al combinar las propiedades de L. lactis y B. licheniformis en nuestro estudio se
pudo demostrar que ejercieron actividades sinérgicas y disminuyeron la actividad inflamatoria de
la mucosa de intestino delgado interpretando una posible infeccion por S. typhimurium mas leve

que si los sujetos de estudio no hubieran estado con tratamiento probiotico.
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CONCLUSIONES:

Primera.- La aplicacion oral de Lactococcus lactis por si sola, no tuvo diferencia
significativa (>0.05) con el grupo control en cuanto a la actividad inflamatoria
de la mucosa de intestino delgado, Bacillus licheniformis si produjo un menor
grado de actividad inflamatoria con respecto al grupo sin tratamiento, pero no
tan efectiva como las dos bacterias en consorcio que tuvo una mayor diferencia
significativa(<0.05), evidenciandose en un grado de actividad inflamatoria leve
en un 77.78% e inactiva en el 22.23%; a diferencia de los ratones no tratados,
en quienes en un 55.56% se produjo inflamacion acentuada y en un 44.45% se

produjo inflamacion moderada de la mucosa del intestino delgado.

Segunda.- Al tercer dia posterior a la inoculacién de S. typhimurium y con seis dias de
tratamiento con probidticos bacterianos, las dos bacterias probioticas en
consorcio produjeron una disminucion de 66.89x10° del conteo de UFC de S.
typhimurium, mientras que L. lactis produjo un leve incremento de 33.33 x10°
de UFC y B. licheniformis de 10.22x10° UFC de S. typhimurium, y el grupo sin
tratamiento un gran incremento de 192.67x10° UFC de S. typhimurium.

Tercera.- EIl uso del consorcio bacteriano Lactococcus lactis y Bacillus licheniformis
tuvo una mejor respuesta frente a la infeccion experimental de ratones con S.
typhimurium que los otros tratamientos, evidenciado en la mayor disminucion
del grado de actividad inflamatoria de la mucosa intestinal y en la disminucion
mas significativa del nimero de UFC de S. typhimurium en heces de ratones al
final del tratamiento.
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RECOMENDACIONES Y SUGERENCIAS:

1. Se sugiere la ampliacion de estudios del uso de probi6ticos en infeccion por S. typhimurium
(no tifoidea) en humanos para determinar su eficacia, si disminuye el grado de actividad
inflamatoria y si podria llegar a reemplazar al uso de antibioticos para la superacion de la

infeccion.

2. Se recomienda capacitar al personal de salud sobre la importancia del uso de probidticos en

el manejo de infecciones gastrointestinales.
3. Se sugiere la posibilidad de desarrollar un preparado probidtico que tenga en su

composicion a Lactococcus lactis y Bacillus licheniformis en conjunto especificamente para

el manejo de la infeccion por Salmonella no tifoidea como alternativa al uso de antibidticos.
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ANEXO 1: FICHA DE RECOLECCION DE DATOS 1

DIA

MUESTRA DE
HECES

GRUPO DE ESTUDIO

GRUPO 1

GRUPO 2 GRUPO 3

GRUPO 4

10

MUESTRAS
DE HECES 1
UFC (10°%)

4°

MUESTRAS
DE HECES 2
UFC (10°%)

I N OC

ULAZC

o)

A LM ON

ELLA

60
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UFC (10°%)

70
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DE HECES 4
UFC (10%)
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ANEXO 2: FICHA DE RECOLECCION DE DATOS 2

INFILTRADO EROSION
GRUPO # DE DE (ALTERACION DE PRESENCIA GRADO DE OTROS
RATON | NEUTROFILOS | ARQUITECTURA, | DE ULCERA | INFLAMACION | HALLAZGOS
(+, ++, +++) | VASOS DANADOS)
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ANEXO 3: INDICE DE ACTIVIDAD HISTOLOGIA SEGUN Gupta y cols, 2007

ACTIVIDAD INFLAMATORIA PUNTAJE CARACTERISTICA HISTOLOGICA

Inactiva/ quiescente/ normal 0 Sin infiltrado epitelial por neutrofilos

Actividad leve 1 Infiltrado de neutrofilos <50%, sin ulcera ni erosiones
Actividad moderada 2 Infiltrado de neutrofilos >50%, sin Ulcera ni erosiones
Actividad acentuada 3 Erosiones o ulceras, independiente de otras caracteristicas.

64




T2 UNIVERSIDAD
REPOSITORIO DE Qi CATOLICA

TESIS UCSM ~@&  DE SANTA MARIA

ANEXO 4: COMITE DE ETICA

DICTAMEN COMITE DE ETICA DE INVESTIGACION
UNIVERSIDAD CATOLICA DE SANTA MARIA

Arequipa, 27 de marzo de 2023

Investigadora Camila Alessandra Valdivia Vega

Presente. -
De mi especial consideracion.

Me dirijo a usted para hacerle llegar el resultado de la evaluacion de su proyecto de
investigacion y dictamen del Comité Institucional de Etica de Investigacion.

TITULO: “Eficacia de consorcios bacterianos con potencial probidtico frente a la
infeccion por Salmonella typhimurium en Mus musculus (ratones)™.

Investigadora a cargo de la investigacion: Camila Alessandra Valdivia Vega.

TIPO Y DISENO: Cuantitativo, experimental, longitudinal y prospectivo.

: ﬂ OBJETIVO: La investigacion tiene como objetiver Ewvaluar la eficacia de la
administracion de consorcios bacterianos con potencial probidtico frente a la infeccion
por Salmonella typhimuriom en Mus musculus (ratones).

PROCEDIMIENTOS: Ficha de recoleccion de datos.
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DICTAMEN COMITE DE ETICA DE INVESTIGACION
UNIVERSIDAD CATOLICA DE SANTA MARIA

SUJETOS DE ESTUDIO:

4() ratones.

RIESGO DEL ESTUDIO:

Minimo

OBSERVACIONES, SUGERENCIAS:

Debe proteger confidencialidad de la data sensible

DICTAMEN:

DICTAMEN FAVORABLE
032 - 2023

L

“’ﬁ‘tﬁ.ﬁ-

Agueda Muiioz del Carpio Toia
Comité Institucional de Etica de la Investigacion UCSM

Cualquier duda comunicarse a: comiteeticainvestigacionucsmimemail.com
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ANEXO 5: MATRIZ DE RECOLECCION DE DATOS

MATRIZ DE RECOLECCION DE DATOS
DIA MUESTRA |GRUPO 1 GRUPO 2 GRUPO 3 GRUPO 4
1° 1 202 212 189 198
4° 2 247 221 234 216
6° 3 312 294 287 351
7° 4 278 233 196 408
ANATOMOPATOLOGICO ANATOMOPATOLOGICO
# DE GRADO DE # DE GRADO DE
GRUPO RATON INFLAMACION GRUPO RATON INFLAMACIO
1 1 2 2 1 3
1 2 3 2 2 2
1 3 2 2 3 2
1 4 2 2 4 2
1 5 2 2 5 1
1 6 2 2 6 1
1 7 1 2 7 1
1 8 1 2 8 1
1 9 2 2 9 2
ANATOMOPATOLOGICO ANATOMOPATOLOGICO
# DE GRADO DE # DE GRADO DE
GRUPO RATON INFLAMACI GRUPO RATON INFLAMACI
3 1 0 4 1 3
3 2 0 4 2 2
3 3 1 4 3 3
3 4 1 4 4 3
3 5 1 4 5 2
3 6 1 4 6 3
3 7 1 4 7 2
3 8 1 4 8 2
3 9 1 4 9 3
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GRUPO # DE Infiltrado de  |Erosién Ulcera GRADO DE |Otros
1 1|1XX - - 2|cocos ++
1 2 (XX X - 3
1 JIXX - - 2|cocos +
1 41 XX - - 2|cocos +
1 5|XX - - 2
1 B XX - - 2
1 T{X - - 1
1 8(X - - 1
1 9| XX - - 2
2 1(X X 3
2 2(X - - 2
2 30K - - 2
2 A6 - - 2
2 5(X - - 1
2 6|X - - 1
2 T XX - - 1
2 8(X - - 1
2 9| XX - - 2
3 1|- - - 0
3 2(- - - 0
3 3|X - - 1|eosindfilos +
3 41X - - 1
3 5(X - - 1
3 6|X - - 1
3 7{X - - 1
3 8(X - - 1
3 9|X - - 1
4 1| XXX XX - 3
4 2| XXX - - 2
4 3| XX X - 3
4 A1 XXX X 3
4 5| XX - - 2
4 6| XXX X - 3
4 7| XXX - - 2
4 8| XX - - 2
4 9| XXX X - 3
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ANEXO 6: EVIDENCIA FOTOGRAFICA DEL ANALISIS ANATOMOPATOLOGICO
DE MUESTRA DE INTESTINO DELGADO

GRUPO 1:

IMAGEN 1: Arquitectura de la mucosa
intestinal de intestino delgado

IMAGEN 2: Vaso sanguineo con
hematies e infiltrado leucocitario
periférico al vaso.

IMAGEN 3: infiltrado inflamatorio
abundante en vellosidad de mucosa de
intestino delgado.
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IMAGEN 4: Infiltrado leucocitario a
nivel de mucosa de intestino delgado

GRUPO 2

IMAGEN 5: Arquitectura de la mucosa
intestinal de intestino delgado

IMAGEN 6: Vaso sanguineo roto con
hematies e infiltrado leucocitario
periférico al vaso.
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IMAGEN 7: infiltrado inflamatorio
abundante en vellosidad de mucosa de
intestino delgado.

IMAGEN 8: Arquitectura de la mucosa
intestinal de intestino delgado

IMAGEN 9: Vaso sanguineo integro con
hematies
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IMAGEN 10: infiltrado inflamatorio
leve en vellosidad de mucosa de intestino
delgado.

IMAGEN 11: Arquitectura de la
mucosa intestinal de intestino delgado

IMAGEN 12: Vaso sanguineo roto con
hematies e infiltrado leucocitario
abundante periférico al vaso.
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IMAGEN 13: infiltrado inflamatorio
abundante en vellosidad de mucosa de
intestino delgado con perdida de la
arquitectura integra.
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